














COLLEGE OF AGRICULTURE 
DAVIS, CALIFORNIA 








Eben, L MORRES 


Biochemische Zeitschrift. 


Herausgegeben von 


Е. Buchner-Berlin, P. Ehrlich-Frankfurt a. M., C. von Noorden- 
Wien, E. Salkowski-Berlin, N. Zuntz-Berlin 


unter Mitwirkung von 


L. Age, Been, J. Bang-Lund, G. Bertrand-Paris, A. Bickel-Berin, F. Biumenthal-Berlin, 
См. Behr-Kopenhagen, A. Durig-Wien, F. Ehrlich-Berlin, G.Embden-Frankfurta. M.. 8. Fiexner- 
New York, 8. Fränkel-Wien, E. Freund-Wien, ©. Galeotti-Neapel. H. J. Hambarger- Gro- 
ningen, А. Heffter-Marburg. М. Jaceby-Heideliberg, R. Kobert-Rostock, И. Huamagawa-Tokio, 
F. Lamdelf-Buenos-Aires, l. Langstein-Berlin, P. A. Levene-New York, L. ven Liebermann- 
Budapest, J. Loeb-Berkele , A. Leewy-Berlin, A. Magnus-Levy-Berlin, J. A. Mandel-New York, 
L. Marchiewskt-Krakau, Р Mayer-Karisbad, L. Michaelis-Berlin, J. Morgenrotk-Berlin, W. Nernst- 
Berlin, R. Pileifier- Königsderg, Ch. Percher-Lyon, F. Rochmann-Breslau, В. Balaskin-St. Peters- 
burg, N.Sieber-St. Petersburg, М. Siegiried-Leipzig, Zd. H. Skraap- Wien, 8. P. L. Sörensen-Kopen- 
hagen, Е. И. Stariiag-London, F. Tangi-Budapest, H. v. Tappeiner-München, H. Thems-Beriin, 
2. Traube-Chariottenburg A. J. J. Vandeveide-Gent, A. Wehl-Danzig, 5. Wehlgemuth-Berlin. 


Redigiert von 
С. Neuberg-Berlin. 


Achter Band, 
Mit einer Tafel. 





Berlin. 


Verlag von Julius Springer. 
1908. 


UNIVERSITY OF CALIFORNIA 

LIBRARY О 

COLLEGE OF AGRICULTURE PROP. DR. L MICHAELIS 
DAVIS _ = 


Spamersche Buchdruckerei in Leipzig-R. 


Inhaltsverzeichnis. 


Aron, H. und R. Sebauer. Untersuchungen tiber die Bedeutung der 
Kalksalze für den wachsenden Organismus 

Franzen, Н. und 6. Braun. Über die Vergärung der Aueisonkäuro 
durch Proteus vulgaris А . 

Jacoby, M. Zur Kenntnis der Fermente und Antifermente. VL 

Kyes, Р. Bemerkungen über die Lecithidbildung . 

Tappeiner, Н. v., nach Versuchen von М„ Kurzmann und Fr. Locher 
mitgeteilt. Über die sensibilisierende beer fluorescierender 
Stoffe auf Hefe und Hefepreßsaft e 

Jamada, К. und A. Jodlbauer. Die Wirkung дез Lichtes auf 
Peroxydase und ihre Sensibilisierung durch fluorescierende Stoffe 

Zeller, М. und A. Jodibauer. Die Sensibilisierung der Katalase . 

Grosser, P. Über das Verhalten des Chinins im Organismus . 

Pringsheim, H. Der Einfluß der chemischen Konstitution der Stick- 
stoffnahrung auf die Gärfähigkeit und die Wachstumsenergie ver- 
schiedener Pilze. II. ; 

Pringsheim, H. Über die Fuselölbildung durch verschiedene Pilze 

Loewy, A., Ch. 6. L. Wolf und Е. Österberg. Weitere Unter- 
suchungen über die Wirkung der Blausäure auf den Eiweißzerfall 

Feigl, J. und A. Rollett. Zur Biochemie der Kolloide . ; 

La Franca, S. Gasstoffwechsel bei urämischen Hunden 

Mayer, Р. Zur Chemie des Lecithins . ; 

Steensma, F. A. Die Farbenreaktionen in der Biochemie. L. 

— Notiz zum Nachweis des Gallenfarbstoffes er 

— Zum Nachweis der freien Salzsäure im Mageninhalt . 

Kumagawa, М. und К. Suto. Ein neues Verfahren zur nnäntitafiven 
Bestimmung des Fettes und der unverseifbaren Substanzen in 
tierischem Material nebst der Kritik a a Me- 
thoden 

Inaba, R. Über die Feribestimipnngen der Госа und — Ne. 
rungsmittel nach der neuen Methode von Kumagawa-Suto. . 

Michaelis, І. und Р. Rona. Untersuchungen über den Blutzucker. II. 

Abderhalden, E. Zur Frage des nn des Blutes 
und speziell des Plasmas . 

Fuld, E. und J. Wohlgemuth. Весе а zu der ENER von 
Fräulein Dr. Bianca Bienenfeld: „Das Verhalten der Frauen- 
milch zu Lab und Säure“ 


278.59 


IV Inhaltsverzeichnis. 


Morgenroth, J. und R. Kaya. Uber eine a 
Wirkung des Kobragiftes F 

Neuberg, С. Enzymatische баазаас а von Adrenalin A 

Pincussohn, L. Beeinflussung von Fermenten durch Kolloide. І. 

Ehrlich, Е. und А. Wendel. Zur Kenntnis der Leucinfraktion des 
Eiweißes . ra 

Ehrlich, F. (Mitbearbeitet . SES Wendel) Über die —— 
racemischer Aminosäuren mittels Hefe. II. A 

Feigl, J. Experimentelle Untersuchungen über den Einfuß von 
Arzneimitteln auf die Magensaftsekretion. III. 


Buchner, E. und F. Klatte. Über das Ko-Enzym des s Небере 


Seite 


378 
383 
387 
399 
438 
467 


520 


Untersuchungen über die Bedeutung der Kalksalze für 
den wachsenden Organismus. 


Von 
Hans Aron und Robert Sebauer. 


(Aus dem physiologischen Institut der Königl. Tierärztlichen Hochschule 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1907.) 


Wohl kein für den Körperaufbau notwendiger Aschebestand- 
teil wird dem wachsenden Säugetier mit der Nahrung in so ver- 
hältnismäßig knapper Menge zugeführt wie der Kalk. Man hat 
daher auch schon mehrmals untersucht, welchen Einfluß eine 
Ernährung mit einem kalkarmen Futter auf das wachsende Tier 
zur Folge hat. Vor allem war es immer die Frage nach der 
ätiologischen Bedeutung des Kalkmangels für gewisse Knochen- 
erkrankungen wie Rachitis, Osteomalacie usw., die zu Versuchen 
in dieser Richtung Anlaß gegeben hat. Die wichtigsten dieser 
Untersuchungen seien im folgenden kurz genannt: Weiske?) hat 
bei Versuchen an Ziegen und in einer zweiten Untersuchung in 
Gemeinschaft mit Wildt?) an wachsenden Lämmern bei kalk- 
armer Ernährung keine Erscheinungen von Knochenerkrankungen 
beobachten können und die Knochen der kalkarm ernährten 
Tiere im wesentlichen ebenso zusammengesetzt gefunden wie 
die der kalkreich ernährten. Zu abweichenden Versuchsergeb- 
nissen gelangten mehrere andere Autoren: Roloff?) hat bei 
Hunden, die mit einer sehr kalkarmen Mischung von Fleisch, 
Stärke, Öl und Zucker gefüttert wurden, Veränderungen be- 


1) Zeitschr. f. Biol. 7, 333; 10, 410. 
2) Zeitschr. f. Biol. 9, 541. 
3) Arch. f. wissenschaftl. prakt. Tierheilk. 1, 189; 5, 152. 
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obachtet, die er als rachitisch beschreibt, während unter gleichen 
Bedingungen gehaltene und abgesehen von einer Kalkbeigabe in 
gleicher Weise ernährte Hunde irgendwelche krankhaften Ver- 
änderungen nicht erkennen ließen. Ähnliche Resultate erhielt 
er bei Versuchen an Schweinen, während solche bei Pflanzen- 
fressern (Schaf- und Ziegenlämmern) zu keinem Resultat führten, 
weil diese Tiere das ihnen gebotene kalkarme Futter nicht auf- 
nahmen. 

Ebenso wie Roloff konnte dann Voit!) krankhafte Ver- 
änderungen bei jungen Hunden durch Verabreichung kalkarmen 
Futters erzeugen. Aus seinen Versuchen schließt Voit, daß 
junge Tiere bei kalkarmem, aber sonst ausreichendem Futter in 
normaler Weise an Gewicht zunehmen, daß aber infolge des 
Kalkmangels alle diejenigen Erscheinungen an den Knochen auf- 
treten, welche man als rachitisch bezeichnet. Im wesentlichen 
mit diesem übereinstimmend war das Resultat eines Versuches 
von Baginski?). Stöltzner und Salge?) beobachteten bei 
einem jungen Hunde großer Rasse, der 8 Wochen mit Pferde- 
fleisch und Speck gefüttert wurde, Veränderungen an den 
Knochen, die sie als pseudorachitische Osteoporose be- 
zeichnen, weil die Veränderungen an Periost und Knorpel den 
bei der Rachitis vorhandenen in auffallender Weise ähnlich ge- 
wesen wären, an der Corticalis dagegen osteoporotische Prozesse 
bestanden hätten. Und schließlich sehen Reimers und Boye*) 
die auf gleichem Wege erzeugten Knochenveränderungen als 
Osteoporose an. 

Daß durch zu geringe Kalkzufuhr das Skelettsystem wachsen- 
der Tiere, wie das ja auch kaum anders erwartet werden kann, 
Schädigungen erleidet, geht aus diesen Versuchen zur Evidenz 
hervor. Aber welcher Art diese Veränderungen sind, darüber 
sind die Ansichten recht geteilt. Von den meisten werden sie 
als rachitisch, von einigen aber als osteoporotisch, von anderen 
wieder als pseudorachitisch angesehen. Aber erst die exakte 
Entscheidung, welcher Art die Veränderungen sind, die das 


1) Zeitschr. f. Biol. 16, 55. 

=) Virchows Archiv 87, 310. 

з) Beiträge z. Pathologie des Knochenwachstums. Kap. V. Berlin 
1901. 

4) Centralbl.. f. inn. Med. 1905, Nr. 39. 
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Skelettsystem wachsender Tiere durch eine zu geringe Kalk- 
zufuhr erleidet, liefert die Grundlage für die Beantwortung 
der wichtigen Frage, ob Kalkarmut als ätiologisches Moment 
für bestimmte Erkrankungen der Knochen in Betracht kommen 
kann. Da nun die genannten, meist pathologisch-anatomischen 
Untersuchungen kein definitives Resultat geliefert haben, haben 
wir unser Augenmerk vor allem darauf gerichtet, die Knochen 
ebenso wie einen Teil der Organe unserer Tiere chemisch zu 
analysieren. Einmal erhalten wir so einen objektiven zahlen- 
mäßigen Befund, der um so wertvoller ist, als wir zum Vergleich 
die äußerst umfassenden Untersuchungen über die chemische 
Veränderung rachitischer Knochen von Brubacher!) heran- 
ziehen können. Dann wird uns auch die chemische Unter- 
suchung über die Natur der entstandenen Veränderungen unter- 
richten können: Ob vielleicht ein normal zusammengesetzter 
Knochen aber in verringerter Menge entstanden ist, wie das der 
eine von uns (А.) 2. В. bei der Knochenbrüchigkeit (,‚‚Lecksucht‘“) 
der Rinder beobachtet hat?), oder ob eine Änderung in der 
chemischen Zusammensetzung des Knochens eingetreten ist, ob 
Wasser-, Ossein-, Asche-, Kalkgehalt gegen die Norm verändert 
sind. Und es ist dann vor allen Dingen interessant, festzustellen, 
wieweit diese Veränderungen denen gleichen, die Brubacher 
bei der Rachitis gefunden hat. 

Aber noch einen zweiten Punkt wollen wir in Betracht 
ziehen. Der Kalk ist ja nicht nur Bestandteil der Knochen, er 
ist auch im Gehirn, in den Muskeln, im Nervensystem, im Blut 
und allen Drüsen enthalten, und wie zahlreiche neuere Unter- 
suchungen gelehrt haben, sind gerade die Calcium-Ionen für die 
Lebens- und Funktionsfähigkeit aller Zellen von hervorragender 
Bedeutung. Es schien daher von Interesse, zu untersuchen, ob 
die Knochenwachstumsstörungen denn die einzigen Folgeerschei- 
nungen zu geringer Kalkzufuhr in der Nahrung sind, oder ob 
sich auch andere Störungen z. B. von seiten des Nervensystems, 
der Muskulatur oder der Verdauungsorgane einstellen, vor allem 
ob das Gesamtwachstum in irgend einer Weise beeinträchtigt 
wird. 





а ——— 


1) Brubacher, Zeitschr. f. Biol. 29, 577. 
2) Aron, Arch. f. d. ges. Physiol. 106, 21. 
1* 
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Schließlich lag es noch im ursprünglichen Plan unserer Unter- 
suchungen sowohl Pflanzenfresser (Kaninchen), wie Fleichfresser 
(Hunde) zu untersuchen, da uns eine ganze Zahl von Beobach- 
tungen dafür zu sprechen schien, daß sich hier vielleicht bedeut- 
same Unterschiede zeigen könnten. Leider sind nun aber die 
Versuche an den Kaninchen (I) resultatlos verlaufen. 


1. Versuch. 


Zehn junge Kaninchen, die aus zwei im Alter verschiedenen 
Würfen stammten, wurden in zwei übereinstimmende Gruppen 
geteilt, von denen die eine nur mit Mais ernährt wurde, während 
die andere zu diesem Futter noch eine Kalkbeigabe in Form von 
Knochenmehl erhielt. Anfangs nahmen die Tiere das Futter 
gut, und es gelang, eine geringe Wachstumszunahme zu erzielen, 
nach etwa 10 Tagen ließ jedoch die Freßlust nach, auch ein 
Futterwechsel (Hafer, Hirse) brachte keine Besserung. Schließlich 
trat eine mehr und mehr zunehmende Abmagerung ein und die 
Tiere gingen 17 Tage bis 7 Wochen nach Beginn des Versuches ein. 
Auf die Lebensdauer übte die Zugabe des Knochenmehles keinen 
erkennbaren Einfluß aus. 

Bei der Sektion ließen sich keine krankhaften Veränderungen 
feststellen, die als Todesursache angesehen werden konnten, und 
es ist anzunehmen, daß der Tod infolge von Inanition eingetreten 
ist. Die Tiere nahmen das Futter nicht in genügender Menge auf, 
weil es ihnen aus irgend einem Grunde nicht zusagte, wie das auch 
von Voit öfter beobachtet worden ist. Nach Weiske!) soll reines 
Körnerfutter für wachsende Kaninchen keine geeignete Nahrung 
sein, wenn diesem nicht basenreiche Aschebestandteile (CaCO, 
oder Heu) beigegeben werden. Vielleicht spricht bei uns auch 
noch der Umstand mit, daß das Mais-Eiweiß, das Zein, nicht 
alle zum Aufbau von Körpermaterial erforderlichen Bausteine 
enthält. Wenigstens fanden Hopkins und Willcock?), daß 
junge Mäuse bei einer Diät, die als einziges stickstoffhaltiges 
Nahrungsmittel Mais enthielt, nach kurzer Zeit starben, und sie 
führen dies auf den Umstand zurück, daß das Zein in seinem 
Molekül zwar Tyrosin, aber kein Tryptophan enthält. 





1) Zeitschr. f. Biol. 31, +21. 
2) Journ. of Physiol. 35, 88. 
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An den Knochen und Organen der kalkarm ernährten 
Kaninchen waren makroskopisch keine Veränderungen wahrzu- 
nehmen. Die chemische Untersuchung unterblieb, weil wohl 
anzunehmen war, daß infolge der Abmagerung der durch Ein- 
schmelzen der Knochen und Weichteile frei werdende Kalk neben 
dem mit der Nahrung zugeführten zur Deckung des Bedarfs aus- 
gereicht hatte. 


2. Versuch. 


Es standen acht 4—6 Wochen alte Hunde recht verschiedener 
Rassen zur Verfügung. Bei der Auswahl derselben wurde darauf 
Rücksicht genommen, aber möglichst immer je zwei Tiere gleicher 
Rasse aus demselben Wurf zu erhalten. Unter diesen Gesichts- 
punkten waren Hund Nr. I mit IV, II mit V und III mit VI ver- 
gleichbar, während zu VII und VIII keine der Abstammung nach 
übereinstimmenden Kontrolltiere vorhanden waren (s. unten). 

Die Hunde wurden in einem großen Raume untergebracht, 
in dem sie sich frei bewegen konnten, und erhielten als Futter 
eine Mischung von Pferdefleisch, Mais und Rindertalg mit etwas 
Kochsalz. Die Zusammensetzung des Futter: unterlag, besonders 
im Fettgehalt, kleinen Schwankungen. Im Durchschnitt kamen 
auf 10 Teile Fleisch 5 Teile Mais und 1 Teil Fett. Der Kalkgehalt, 
І. М. 19% СаО, war im Gegensatz zu anderen Versuchen nicht 
auf das geringste erreichbare Maß reduziert, sondern nur 
so weit, als es bei einem in der Praxis verwendeten 
natürlichen Futter möglich schien. Die Hunde Nr. І, 
II, III und VII wurden mit diesem Futter ohne Kalkbeigabe 
ernährt, die Hunde Nr. IV, У, VI und VIII erhielten 3 g Knochen- 
mehl pro Tag. Da von diesen Hunden Nr. VI am 7. Versuchs- 
tage an den Folgen von Bißwunden einging, hatten nur noch 
I und II mit Knochenmehl gefütterte Parallelhunde (IV und V). 

Die Menge des aufgenommenen Futters wurde, nachdem vom 
1.—12. Dezember unvermischtes Pferdefleisch gereicht worden 
war, vom 8. Dezember ab täglich festgestellt und die Hunde jeden 
5. Tag gewogen. Das Resultat der Wägungen und die Futter- 
aufnahme gibt die umstehende Tabelle in zehntägigen Perioden 
wieder. 
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Wir wollen uns jetzt die Frage vorlegen, wie weit diese Fütte- 
rung unserer Versuchstiere als „kalkarm‘“ und „kalkreich“ 
bezeichnet werden kann. Bei der Beantwortung einer solchen 
Frage wird gewöhnlich nur der Kalkgehalt des Futters in Betracht 
gezogen, aber übersehen, daß ebenso wie dieser Kalkgehalt des 
Futters auch der Kalkbedarf des Tieres dafür maßgebend ist, 
ob einem Tiere mit einem bestimmten Futter genügende Kalk- 
mengen zugeführt werden oder nicht — und das ist ja der 
springende Punkt der ganzen Fragestellung. Die weiteren Aus- 
führungen werden zeigen und der Versuch wird demonstrieren, 
daß ein und dasselbe Futter mit gleichem Kalkgehalt 
in einem Falle „kalkarm‘“ sein kann, während es in einem 
anderen sogar demselben Tiere reichlich genügende Kalk- 
mengen zuführen wird. 

Das ausgewachsene Tier beansprucht eine stete Zufuhr von 
Kalksalzen in der Nahrung, die jedoch, wie wir wissen), recht 
gering ist. Das gleiche gilt wohl auch für ein junges, wachstums- 
fähiges Tier, solange es nur so viel Nahrung aufnimmt, als es zur 
Erhaltung seines Körperbestandes nötig hat. Zu diesem ‚„Er- 
haltungsbedarf‘‘ an Kalk, der, wie gesagt, recht gering ist, kommt 
nun beim jugendlichen Tier, wenn es so genährt wird, daß es 
wächst, diejenige Menge Kalk noch hinzu, die zum Aufbau weiterer 
kalkhaltiger Körpersubstanzen — natürlich in erster Linie der 
Knochen — erforderlich ist. Daraus geht schon hervor, daß je 
mehr Körpersubstanz neu gebildet wird, d. h. je größer die täg- 
liche Gewichtszunahme ist, sich desto höher auch der Kalkbedarf 
stellen muß. 

Da wir aus verschiedenen Analysen wissen, daß der Säuge- 
tierorganismus (auch des Hundes) і. М. ca. 1,2%, СаО enthält, 
können wir direkt folgern, daß ein Tier beim Aufbau von 100g 
normal zusammengesetzter Körpersubstanz 1,2 g СаО?) 
in seinem Körper ablagern muß. Wenn das bei einer bestimmten 
Nahrung nicht möglich ist, so ist unter diesen Umständen die 
Nahrung zweifellos als zu „kalkarm“ zu bezeichnen. Wieviel 


1) Heiß, Zeitschr. f. Biol. 12, 151. 

2) Beim jüngeren Tier dürfte dieser Wert eher noch etwas höher 
zu veranschlagen sein, da ja hier mit zunehmendem Alter noch gleichzeit:x 
eine Umwandlung des kalkärmeren Knorpels in kalkreicheren Knochen 
stattfindet. 


8 Hans Aron und Robert Sebauer: 


Körpersubstanz ein wachsendes Tier nun neu bildet, hängt — 
natürlich innerhalb gewisser nicht überschreitbarer Grenzen — 
von der Nahrungszufuhr ab: 

Wenn wir einem jungen wachsenden Hund — die folgenden 
Zahlenbeispiele sind der praktischen Erfahrung entnommen —, 
der bei entsprechender Futterzufuhr täglich 100 g zunehmen 
würde, wie dies z. B. bei Nr. VIII mit Leichtigkeit zu erzielen 
war, täglich 400 g unseres Versuchsfutters reichen, so mag er 
sein Körpergewicht gerade erhalten können. Wenn wir zu diesem 
„Erhaltungsfutter‘“ nun „Wachstumszulagen‘‘ geben, so wird das 
Tier ungefähr folgende Gewichtszunahmen aufweisen: 


Futter: Zunahme: 
a) 400g Ор 
b) 400g+ 50g 25 
c) 400 +100 40 
d) 400 +150 60 
e) 400 + 200 75 


Den Mindestbedarf an Kalk können wir für die mit Wachs- 
tum verbundenen Fütterungen nach den vorhin gemachten Aus- 
führungen zu 1,2% der Körpergewichtszunahme annehmen, eine 
Größe, gegen die der an und für sich ja sehr geringe Erhaltungsbe- 
darf an Kalk wohl verschwinden dürfte. Wenn wir nun ausrechnen, 
wie sich bei Verwendung eines Futters, das so viel CaO enthält, 
daß das Tier aus je 1 kg Futter 1 g CaO in seinem Körper zu- 
rückbehalten kann, die mit den oben aufgestellten Rationen zu- 
geführten Kalkmengen im Vergleich zum Kalkbedarf stellen, so 
sehen wir: 


In g Futter: CaO g Bedarf: CaO g 
a) 400 0,4 — 
b) 400+ 50 0,4 + 0,05 = 0,45 0,30 
с) 400+ 100 0,4+ 0,1 = 0,5 0,48 
а) 400 + 150 0,4 + 0,15 = 0,55 0,72 
е) 400 + 200 04+ 0,2 = 0,6 0,88 


Beim Erhaltungsfutter a)deckt die CaO-Zufuhr im Futter wohl 
reichlich den Ca). Bedarf des Tieres; das gleiche gilt noch bei 
einer geringen Wachstumszulage b) und zur Not auch noch bei 
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der nächsthöheren c). Bei noch größereren Wachstumszulagen [d), 
е) usf.] wird nun zwar auch die im Futter zugeführte Cat) Menge 
größer, sie hält aber keineswegs Schritt mit dem rapid zunehmen- 
den Kalkbedarf, der bald erheblich größer wird als die Zufuhr. 
So erklärt es sich, daß ein Futter, das einem wachsenden 
Tier bei reichlicher Verabreichung, die starke Körper- 
gewichtszunahme zur Folge hat, nicht die zum Aufbau 
normaler Körpersubstanzen erforderlichen Kalkmengen 
zuführt, aber in kleineren Rationen an dasselbe Tier oder 
Tiere langsamer wachsender Rassen verfüttert, jetzt 
den Kalkbedarf reichlich deckende Kalkmengen enthielt. 
Bei demselben Futter haben wir im ersten Fall Folgen 
des Kalkmangels zu erwarten, im zweiten müssen solche aus- 


bleiben. 


Vor kurzer Zeit hat Esser!) berichtet, daß er bei Verabreichung 
eines gemischten Futters an junge Ratten Knochenwachstumsstörungen 
(Е. sagt „Rachitis“) beobachtet hat, wenn er das Futter den Tieren 
reichlich gab, sie damit „überfütterte‘ (sofern die Tiere genügend 
große Mengen aufnahmen), während die pathologischen Erscheinungen 
an den Knochen ausblieben, wenn die Tiere dasselbe Futter in 
„Knapper“ Menge erhielten. Ein Versuchsresultat, das nach obigen Aus- 
führungen fast selbstverständlich erscheint, wohl aber kaum den von 
E. gezogenen Schluß zulassen dürfte, daß nun die Rachitis als Krankheit 
die Folgeerscheinung einer Überfütterung ist. 


Nach diesen Überlegungen können wir prüfen, wie sich nun 
bei den einzelnen Hunden unseres Versuches II, die ja ganz ver- 
schiedene Wachstumszunahmen aufweisen, Kalkzufuhr und 
Kalkbedarf stellen. 

Die im Futter und Knochenmehl verabreichte CaO-Menge 
haben wir analytisch festgestellt. Nehmen wir an, wie dies auf 
Grund einiger Stoffwechselversuche richtig sein wird, daß ca. 60% 
der zugeführten Ca-Salze vom Körper zurückbehalten werden 
können, so werden wir ein ungefähres Bild der während des Ver- 
suches im Körper abgelagerten Ca Mengen erhalten. Wir müssen 
uns allerdings bewußt sein, daß wir hier nur eine grob angenäherte 
Zahl zugrunde legen können, die starken individuellen, von zahl- 
reichen Faktoren abhängigen Schwankungen unterworfen ist. Den 
Bedarf können wir nach obigen Darlegungen zu rund 1,2%, der 


1) Esser, Münch. med. Wochenschr. 54, 817. 
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Körpergewichtszunahme in Rechnung stellen. So erhalten wir 
folgende Übersicht: 


I) 1) III) IV ү?) VII) VIIT®) 
Gewichtszunahme 4250 250 1800 4180 1180 1920 42:00 
Bedarf р СаО 51.0 30 216 50,2 14,2 23,0 50,4 
Zufuhr g СаО im Futter: 618 89 345 554 249 177 310 
im Knochenmehl: +67,5 +52,5 +37,5 
=1229 =774 = 68.5 
60°/ davon 30,8 5,3 20.7 73,7 310 106 412 
Bilanz р СаО — 14,2 +23 —09 -+23,5 +172 124 —92 


Eine Schilderung des Versuchsverlaufes im einzelnen soll 
zeigen, wie die Richtigkeit der oben angestellten theoretischen 
Erwägungen durch das Experiment bewiesen wird: 

Von den ohne Kalkbeigabe ernährten Hunden scheidet Nı. II 
bald aus dem Versuche aus. Es war ein kleiner Terrier von 
1460 g Anfangsgewicht, der schon 14 Tage nach Beginn des Ver- 
suches an zeitweise blutigen Durchfällen erkrankte. An einigen 
Tagen wurde Tränenfluß beobachtet. Am 20. Januar stellte sich 
wieder übelriechender Durchfall ein, der Hund war dabei weniger 
munter als sonst, der Appetit gering. Am folgenden Tage wurde 
er von den anderen Hunden gebissen, das Allgemeinbefinden ver- 
schlechterte sich noch mehr und er ging abends unter tonischen 
Krämpfen ein. Die Obduktion ergab verwaschene Rötung der 
Dünndarmschleimhaut und als Folge der Bißverletzungen ein um- 
fangreiches blutiges Ödem an der Unterfläche des Bauches. Ver- 
änderungen an den Knochen waren nicht nachzuweisen, wie dies 
ja auch bei der kurzen Versuchszeit kaum anders erwartet werden 
konnte, zumal diesem Tiere ja auch genügende CaO-Mengen zur 
Verfügung gestanden hatten (vgl. obenstehende Übersicht). 

Dagegen wäre vielleicht bei dem Hunde Nr. VII nach der 
Tabelle eine Erkrankung der Knochen zu erwarten gewesen. Er 
wurde aber schon leider 2 Monate nach Beginn des Versuches, da 
er ohne Vergleichstier bei der Gesamtzahl der Hunde überflüssig 
erschien, aus dem Versuch herausgenommen und auch die Knochen 


1) Erhielten kein Knochenmehl. 
2) Erhielten Knochenmehl. 
3) Aus den М. 15 zu erörternden Gründen nur bis zum 27. Januar 1907. 
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nicht weiter untersucht. Es ist höchst wahrscheinlich, daß sich 
bei längerer Versuchsdauer Veränderungen herausgebildet hätten. 
Wenigstens hat Voit!) bei einem weit kalkärmer ernährten 
kleinen Hunde das Auftreten der ersten Erscheinungen erst 
am 85. Versuchstage beobachtet. 

Ein dritter ohne Kalkbeigabe ernährter Hund, Nr. III, hat 
nach unseren Berechnungen annähernd aber nicht ganz 
so viel Kalk im Futter erhalten, wie normalerweise erforderlich 
gewesen wäre. Das Tier, das sonst ungewöhnlich lebhaft war, 
zeigte am 11. Februar wenig Appetit, war traurig und äußerte 
bei Palpation des Abdomens lebhafte Schmerzen. Der Leib 
war leicht aufgetrieben, der Kot schleimig, der Durst ver- 
mehrt. Diese Erscheinungen bildeten sich nach einigen Tagen 
zurück, so daß er vom 19. ab wieder völlig hergestellt war. 
Einen Monat später trat ein nur bei diesem Hunde beobach- 
teter nervöser Anfall ein: Das Tier fiel plötzlich auf die 
Seite, war anscheinend bewußtlos und zeigte tonisch-klonische 
Krämpfe der Extremitäten und heftige Kaubewegungen. Nach 
etwa 5 Minuten erhob er sich taumelnd und erbrach das morgens 
in gewöhnlicher Menge aufgenommene Futter. Nach einiger Zeit 
verfiel er in abnormer Haltung mit nach oben gekehrten Glied- 
maßen in tiefen Schlaf, während dessen er auf Geräusche und 
leichte Berührungen nicht reagierte. Ein ähnlicher Anfall wurde 
Anfang März beobachtet: Bei der Fütterung der übrigen Hunde 
fing er plötzlich laut und aufgeregt an zu bellen und sprang fort- 
während in dem Stoffwechselkäfig, in dem er sich gerade befand, іп 
die Höhe. Herausgelassen lief er geradeaus, heftig an alle Gegen- 
stände, die im Wege waren, anstoßend, bis er in einer Ecke, den 
Kopf gegen die Wand gepreßt, zum Stillstand kam. Er bellte 
dabei unaufhörlich. Er wurde dann in den Käfig zurückgebracht 
und setzte hier das Bellen und Hochspringen noch etwa 2 Stunden 
fort. Dann beruhigte er sich allmählich und lag erschöpft und 
teilnahmslos da. Am nächsten Tage war sein Benehmen insofern 
verändert, als er gegen den Wärter und andere bekannte Personen 
die Zähne fletschte. Später wurden krankhafte Störungen bei 
ihm nicht mehr beobachtet. An den Knochen zeigten sich klinisch 
keine Veränderungen. Gelegentlich wurde aber eine plötzlich, 


1) 1, с. S. 88. 
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anscheinend ohne Ursache auftretende und rasch zurückgehende 
Lahmheit beobachtet. 

Am 8. März wurde er getötet. Die Sektion ergab gut ent- 
wickelte Muskulatur und reichliches Fettgewebe. An den inneren 
Organen waren keine krankhaften Veränderungen nachzuweisen. 
Die Knochen zeigten ganz geringgradige, wenigausgeprägte 
Abweichungen von dem normalen Aussehen. Sie waren 
etwas weicher und poröser als gesunde, also ganz so, wie 
wir es zu erwarten hatten. 

Sehr bedeutende Veränderungen an den Knochen 
entwickelten sich nun bei dem ebenfalls ohne Kalkbeigabe er- 
nährten Hunde Nr. І, der ja nach unserer Aufstellung auch das 
größte Kalkdefizit in der Nahrung gegenüber dem Bedarf aufweist. 
Nach fünfwöchiger Dauer des Versuches fiel es auf, daß sich die 
Vordergliedmaßen nach außen verkrümmten und sich kleine 
Anschwellungen an den Vorderfußwurzelgelenken bildeten, die 
druckempfindlich waren. An dem linken Vorderbein bestand 
zeitweise eine geringgradige Lahmheit. Auch hinten erschien 
der Gang unsicher, die Bewegungen schwerfälliger. 

Der Gesundheitszustand war im übrigen mit kleinen Unter- 
brechungen, die übrigens auch bei dem Kontrollhunde Nr. IV ein- 
traten, gut. Am 15. Dezember wurde Erbrechen beobachtet, der 
Kot war breiig; am nächsten Tage bestand noch schlechte Freß- 
lust, die sich vom 20. ab wieder in normaler Weise einstellte. Am 
21. Januar erbrach der Hund wieder, zeigte mangelhaften Appetit, 
war traurig und stöhnte, Durchfall fehlte. Die Besserung trat dies- 
mal weniger schnell ein, erst Ende Januar war er wiederhergestellt. 
Eine weitere vom Digestionsapparat ausgehende Störung, aber 
leichterer Art, wurde Mitte Februar festgestellt. In den Zwischen- 
zeiten war der Hund bis auf die Störung der Beweglichkeit gesund. 
Er war bei reger Freßlust munter und zum Spielen aufgelegt 
und nahm in demselben Verhältnis an Gewicht zu wie der nach- 
her zu besprechende, aus demselben Wurf stammende, aber reich- 
lich mit Kalk gefütterte Hund IV. Die beigegebene Kurve (1) 
der Gewichtszunahme beider Tiere zeigt dementsprechend im 
wesentlichen denselben Verlauf. Nr. I wog zu Beginn des Ver- 
suches 3600 g und nahm in den 90 Versuchstagen (5. XII. bis 
5. ПІ.) um 4250 р zu, während Nr. IV ein Anfangsgewicht von 
3020 g hatte und um 4180 g zunahm. Мг. I hat sich also sein 
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Mehrgewicht von etwa 600 g bis zum Schluß erhalten. Auch die 
Futteraufnahme, die zur Erreichung dieses Gewichts erforderlich 
war, ist bei beiden annähernd gleich. Nr. I gebrauchte auf 1р 
Gewichtszunahme 14,4 g Futter, Nr. IV 15,0 р. 





ERBE TH HH 




















H | 
"ЕРИ: 
| 
SP — A urn 
КС ee | 
EECH РА г ее енше | 
5000 —— — = — — 
EES IESSE GR EEN Р 

ЕИ | 
кае UE ефи 
ES | — — — — 
кка еса 
ES SE ОИНИ 
= VY | | | tecr 10 
AP т E 
НЕЕ гі 
алаа грае зыны 
20005 70 — 2 7 1 — Ze Se, = 70 EI г 57 ЖС, 

Datum 277. Г I. TI. 

Kurve І. 


Anfang Februar wurde bei dem Hunde Nystagmus beobachtet, 
der sich allmählich besserte und nach vierwöchigem Bestehen 
verschwand, Andere nervöse Symptome bestanden nicht. 

Die Veränderungen an den Knochen hatten sich immer 
mehr herausgebildet, so daß der Hund gegen Ende des Versuches 
folgendes Bild bot: Er vermeidet es möglichst zu gehen, zu laufen, 
selbst das Stehen scheint ihn zu ermüden, er liegt viel und kommt 
nur, wenn er gelockt wird, zum Futternapf. In der Regel kriecht 
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er derart vorwärts, daß die Unterfläche der Brust und des Bauches 
sich nicht von dem Boden erheben. Wird er zum Gehen angetrieben, 
so setzt er die Vorderbeine nacheinander vor und läßt dann müh- 
sam die Hinterbeine folgen. Auf den Hintergliedmaßen kann er 
sich nur mit größter Mühe, und wenn die Vorderbeine eine Stütze 
finden, aufrichten. 

Sämtliche Knochen erscheinen schwammiger, voluminöser 
als beim Kontrolltier. Der Schultergürtel ist etwas eingesunken, 
das Ellbogengelenk steht weit vom Thorax ab. Radius und Ulna 
sind stark gekrümmt. Vom Metacarpalgelenk ab ist der Fuß 
stark nach innen gebogen, so daß sich die Zehen sehr nahe stehen. 
Die unteren Epiphysen des Vorarms sind stark verdickt und 
schmerzhaft, sie ragen über den Metakarpus nach vorn hervor. 
Die Knorpelansätze der Rippen sind stark verdickt. Das Becken 
ist schmal. Der Sprunggelenkswinkel ist sehr klein, die Sprung- 
beinhöcker berühren fast den Boden. 

Die beigefügte Photographie gibt im Vergleich mit der 
Abbildung des Kontrolltieres eine Vorstellung von den beschriebe- 
nen Veränderungen, die äußerlich den Erscheinungen der unter 
natürlichen Verhältnissen ausgebildeten Rachitis völlig gleichen 
dürften. 

Gehen wir jetzt zur Betrachtung der Hunde, welche zu ihrem 
Futter eine Beigabe von Knochenmehl erhalten haben. Von dem 
Hunde V, der ja reichlich Kalk erhielt, ist Besonderes nicht zu 
berichten; er interessierte auch nicht weiter, als der Vergleichs- 
hund II gestorben war (vgl. S. 10). 

Nr. VIII wurde anfangs kalkarm gefüttert und erhielt erst 
infolge des Todes von Nr. VI vom 8. Dezember ab Knochen- 
mehl. Er war, als er in den Versuch genommen wurde, schon 
mit der Anlage zur Rachitis behaftet. Der Gang war gespannt 
und unbeholfen, die untern Epiphysen des Vorarms waren ver- 
dickt und bei leichtem Druck schmerzempfindlich. Er trat auch 
in den Sprunggelenken stärker durch. Seit der Kalkzugabe 
entwickelte er sich sehr gut und überholte allmählich alle 
anderen Hunde an Gewicht. Die Bewegungen wurden freier, die 
Stellung normaler. Die Auftreibungen an den Gelenken blieben 
jedoch bestehen. 

Ende Januar wurde er zu einem Stoffwechselversuch ver- 
wendet. Während desselben fiel es auf, daß er in den Sprung- 
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gelenken stärker durchtrat und beim Herausspringen aus dem 
Käfig zögerte und nur auf Zureden zur Fütterung herauskam. 
Am 27. Januar war er plötzlich nicht imstande sich zu erheben. 
Jede Berührung, besonders der Epiphysen, der Metakarpalgelenke 
und des rechten Femur löste starke Schmerzen aus. Wenn er 
aufgerichtet wurde, konnte er sich nur mit Mühe stehend erhalten, 
bei den zögernden Versuchen sich zu bewegen, brach er zusammen. 
Auf ein weiches Strohlager gebracht, zeigte er Neigung zum 
Spielen, die Futteraufnahme war nicht beeinträchtigt. Am 
2. Februar ließ sich an der innern Seite des rechten Femur dicht 
unterhalb des Gelenkkopfes eine Anschwellung feststellen, die 
sich allmählich zurückbildete. Bei erhöhter Kalkbeigabe stand 
der Hund am 10. Februar von selbst auf, am 15. war nur noch 
eine geringe Lahmheit auf dem rechten Hinterschenkel, die sich 
allmählich verlor, vorhanden. Bei der Sektion wurde an der Stelle 
des Femur, wo die Verdickung bestanden hatte, eine Einknickung 
der Rinde und eine rauhe Oberfläche der letzteren festgestellt. 

Eine vollständige Heilung der bei Beginn des Versuches be- 
stehenden geringgradigen rachitischen Erscheinungen ist also 
nicht eingetreten. Sie verschwanden zwar, als im Anfang De- 
zember reichlich Kalk gegeben wurde, kehrten aber Ende Januar 
in stärkerem Maße wieder, um bei erhöhter Kalkgabe abermals 
zurückzugehen. 

Aus der Tabelle ergibt sich, daß diesem Hunde Nr. VIII bis 
zum 27. Januar trotz der Beigabe von Knochenmehlhöchst- 
wahrscheinlich weniger Kalk zugeführt worden ist, als 
er bei seinem rapiden Wachstum gebraucht hätte. Die 
als Folge des Kalkmangels in dieser Zeit beobachtete Knochen- 
wachstumsstörung hat daher gar nichts Befremdliches, 
namentlich wenn man auch noch berücksichtigt, daß das Tier 
schon mit einer Unterbilanz an Kalk eingestellt wurde. Auch 
war es sehr mager und knochig, so daß an der Vermehrung des 
Körpergewichtes vielleicht das Skelett mehr beteiligt war als bei 
den anderen Tieren. 

Der Verlauf des Versuches an diesem Tier dürfte sehr ge- 
eignet sein, die vorhin aufgestellte Theorie experimentell zu be- 
leuchten. Wir sehen, wie selbst das künstlich kalkreicher 
gemachte Futter bei einem hohen Bedarf einmal „kalkarım“ 
werden kann. 
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Hund Nr. IV schließlich ist der Kontrollhund zu Nr. I, dem 
Tier, das an den Knochen die eklatantesten Folgen des Kalk- 
mangels hatte beobachten lassen. Der Hund IV hat nach un- 
serer Übersicht S. 10 mehr als genug Kalk erhalten und so war 
auch von Knochenerkrankungen bei ihm nicht die geringste An- 
deutung wahrnehmbar. Er war sehr beweglich und lebhaft und 
sprang leicht über hohe Hindernisse hinweg. Die Gliedmaßen 
waren fest und schlank, Verkrümmungen der Knochen und Ge- 
lenkschwellungen fehlten. Auch bei ihm waren vorübergehende 
Verdauungsstörungen eingetreten. Vom 6.—10. Januar zeigte er 
verringerte FreBlust und übelriechenden Durchfall, war dabei 
aber munter. Mitte Februar war er traurig und nahm kein Futter 
auf. Durchfall und vermehrtes Durstgefühl fehlten. Im Liegen 
äußerte er Schmerzen, die sich bei Druck auf die Bauchgegend 
verstärkten, und beleckte häufig die Sohlen. Nach sechstägiger 
Dauer ging der Anfall vorüber. 

Diese Erkrankungen, die vielleicht geringfügiger waren, als 
bei dem kalkarm ernährten Parallelhunde I, haben die Entwick- 
lung des Hundes nur vorübergehend beeinträchtigt, sofort nach 
Behebung der Krankheit trat wieder die regelmäßige Gewichts- 
zunahme ein. 


Für die geplante chemische Untersuchung der Knochen und 
der Organe usw. kommen von diesem Versuch als absolut ver- 
gleichbar nur die Hunde Nr. I und IV іп Betracht. Beide stamm- 
ten aus dem gleichen Wurf und hatten sich ganz gleichmäßig 
entwickelt; I war mit ungenügenden, IV aber mit fraglos aus- 
reichenden Kalkmengen ernährt worden (s. oben). 

Nr. I wurde am 13., Nr. IV am 15. März getötet. 

Bei der Obduktion zeigte sich Nr. I sehr fettreich. Die 
Muskulatur war dagegen, wohl infolge des verminderten Gebrauchs, 
wenig entwickelt. An den inneren Organen bestanden keine krank- 
haften Veränderungen. 

Die Knochen waren mürbe, biegsam, ließen sich leicht zer- 
brechen und boten dem Messer wenig Widerstand. Der Blut- 
gehalt war vermehrt, das Periost rauh und verdickt. Auf Durch- 
schnitten trat deutlich eine geringere Dicke der Rinde hervor, 
auch das Gefüge der Spongiosa erschien lockerer als beim Kontroll- 
tier. Das Knochenmark der Röhrenknochen war rot. Die Inter- 
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mediärknorpel waren in geringem Maße, aber deutlich verbreitert. 
An einzelnen Knochen, besonders am Humerus, verliefen sie 
nicht in gerader oder geschwungener Linie, sondern wiesen eine 
Abknickung auf. Die Grenze nach der Diaphyse zu war un- 
regelmäßig und zeigte verschiedene kleine EE Vor- 
sprünge. 

Die Rippen waren E gewölbt und zeigten an den Ver- 
bindungsstellen mit den Knorpeln starke Anschwellungen. Die 
Scapula war plump, sehr kurz und breit und an der innern Fläche 
ausgehöhlt, der obere Rand nach innen gebogen. Radius und 
Ulna waren stark gekrümmt und mit großen Auftreibungen am 
unteren Ende versehen. Das Becken war im Querdurchmesser 
verengt. Außerdem bestanden weniger ausgeprägte Formver - 
änderungen an anderen Röhrenknochen. 

Der Hund Nr. IV wies ebenfalls eine reichliche Fettbildung 
auf. Die Muskulatur war aber erheblich stärker entwickelt als 
bei Nr. I. Die inneren Organe waren frei von pathologischen 
Veränderungen. Die Knochen zeichneten sich durch ihre schlanke 
regelmäßige Form und besondere Festigkeit aus. Das Periost 
war glatt und dünn, das Mark der Röhrenknochen gelb. Die 
Intermediärknorpel bildeten eine feine regelmäßig verlaufende 
Linie. oO у 
Die anatomisch hervortretenden Verschiedenheiten der Kno- 
chen wurden durch die chemische Untersuchung bestätigt, über 
deren Resultate die umstehende Tabelle Aufschluß gibt. 

Die Knochen wurden möglichst sauber und unter Erhaltung 
aller zum lebenden Knochen gehörenden Teile, wie Periost und 
Knorpel, präpariert und sofort gewogen, dann bis zur Erzielung 
konstanten Gewichts im Trockenschrank bei 100° getrocknet, 
wieder gewogen und aus der Differenz der Wassergehalt be- 
rechnet. Obwohl dieses Verfahren naturgemäß erhebliche Un- 
genauigkeiten mit sich bringt, erlaubt es doch, gröbere Unter- 
schiede im Wassergehalt mit ausreichender Sicherheit festzustellen. 
Zudem können die Fehler, da die einzelnen Knochen stets in 
gleicher Weise behandelt wurden, nicht derart sein, daß sie wirk- 
lich vorhandene Unterschiede verwischen oder nicht bestehende 
vortäuschen. 

Die Knochen würden darant meglichee ohne Verlust zersägt 
und gepulvert, zum Teil wurden auch übereinstimmende Stücke 
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der Epi- und Diaphysen und der Rinde gesondert behandelt, 
und in dem so erhaltenen Pulver die Asche als Glührückstand 
bestimmt. 

Zur Kalkbestimmung wurden gewogene Mengen der Asche 
in Salzsäure gelöst, die Lösung mit Ammoniak neutralisiert, 
dann mit Essigsäure im Überschuß versetzt und zum Sieden 
erhitzt; durch eine ebenfalls siedende Lösung von Ammonoxalat 
wurde das Calciumoxalat gefällt, nach mindestens 12stündigem 
Stehen abfiltriert, geglüht und als СаО gewogen. Beim Blut, 
Fleisch und Gehirn wurde die Veraschung durch ein Gemisch von 
Schwefel- und Salpetersäure herbeigeführt und der Kalk nach dem 
kürzlich von dem einen von uns (A.)!) angegebenen Verfahren 
als Sulfat bestimmt. 

Das Gewicht der einzelnen untersuchten Knochen war bei 
beiden Hunden, bezogen auf das Körpergewicht, gleich. An Masse 
hatten die Knochen bei Nr. I also nicht verloren. Bedeutende 
Unterschiede ergaben sich jedoch nach dem Trocknen. Die 
Knochen des kalkarmen Hundes wiesen eine erheblich 
geringere Menge an Trockensubstanz auf. Sie betrug nur 
etwa drei Viertel der beim Kontrolltier gefundenen. Außerdem 
war diese an Menge geringere Trockensubstanz auch wesentlich 
ärmer an Mineralstoffen. Die Zusammensetzung der Asche selbst 
hatte dagegen, wie Tabelle C zeigt, nur eine geringfügige Ver- 
schiebung zuungunsten des Kalkes erfahren, sie bleibt nur um 
wenige Prozent im Kalkgehalt hinter der des Normaltieres zurück. 
Da die einzelnen Knochen des kalkarmen Tieres aber relativ 
mehr Knorpelgewebe und weniger Knochengewebe enthalten als 
die entsprechenden des Normaltieres, so ist auf diesen geringen 
Unterschied in der Zusammensetzung der Asche wohl kein be- 
sonderer Wert zu legen. 

Aus der Zusammenstellung B ist ersichtlich, daß die Ver- 
minderung des Aschegehaltes der Trockensubstanz nicht nur bei 
der Untersuchung ganzer Knochen zutage trat; auch bei einzelnen 
Teilen der Knochen machte sich eine Verschiedenheit in dem- 
selben Sinne geltend. Von der Tibia der beiden Hunde wurden 
für diese Untersuchung möglichst genau übereinstimmende Stücke 
der Diaphyse und Epiphyse mit allen daran hängenden Teilen, wie 





1) Aron, diese Zeitschr. А, 268, 1907. 
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Periost und Mark, verwendet. Der Aschegehalt der daraus ge- 
wonnenen Trockensubstanz zeigte nahezu dieselben Differenzen 
wie bei den ganzen Knochen. Selbst bei der kompakten Rinde 
der Tibia, die von Periost, Mark und Spongiosa sorgfältig gereinigt 
wurde, trat der Unterschied deutlich, wenn auch in geringerem 
Maße hervor. 

Im Blut und in der Muskulatur des Hundes Nr. I hat sich 
kein wesentlicher Mindergehalt an Kalksalzen ergeben!). Die in den 
analytischen Resultaten hervortretenden Unterschiede liegen wohl 
innerhalb der Fehlergrenzen. Das Gehirn (das mit dem der 
entsprechenden Tiere des nächsten Versuches zusammen ver- 
arbeitet werden mußte, um genügende Mengen Analysenmaterial 
zu haben) enthielt bei den kalkarmen Tieren ca. !/, weniger 
als bei den kalkreich ernährten, ein Befund, der deshalb viel- 
leicht der Erwähnung wert ist, weil der Kalkgehalt des Gehirnes 
mit dessen Funktionen in innigem Zusammenhang zu stehen 
scheint. Einmal sollen kalklösende Mittel, auf die Hirnrinde ge- 
bracht, die betr. Zentren erregen, dann ist zweitens bei der 
Tetanie der Kinder das Gehirn kalkärmer, als in der Norm ge- 
funden worden, und schließlich konnten wir ja auch bei zweien 
unserer kalkarm ernährten Hunde nervöse Reizerscheinungen be- 
obachten. 

Im Mittel wurden gefunden: In 100 g lufttrockenem Fleisch 
bei Nr. I 0,022 р CaO, bei Nr. IV 0,020 g, in 100 g lufttrockenem 
Blut bei Nr. I 0,0408 g, bei Nr. IV 0,0446 g, in 100 g trockenem 
Gehirn bei Nr. I 0,0342 р СаО, bei Nr. IV 0,0487 р CaO. 

Um noch zu untersuchen, welche Schädigungen eine mög- 
lichst weitgehende Entziehung der Kalksalze hervor- 
zubringen vermag, wurde ein weiterer 3. Versuch unternommen, 
in welchem nun der kalkarmen Gruppe im Futter weit weniger 
СаО als 1,2%, der Körpergewichtszunahme entsprach, gegeben, 
den Kontrolltieren dagegen eine genügende Kalkmenge zugeführt 
werden sollte. 


1) Auch Voit (l. с.) hat im Blut seiner kalkarım ernährten Hunde, 
die schwere Schädigungen im Knochenwachstun zeigten, einen ganz nor- 
malen Kalkgehalt gefunden, der sogar fast die obere Grenze der sonst 
ermittelten Werte erreicht; nur findet Voit gleichzeitig für den einen 
Normalhund einen außergewöhnlich hohen Kalkgehalt des Blutes, der 
alle sonst gefundenen Zahlen bedeutend übersteigt. 
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3. Versuch. 


Zu diesem Versuch wurden vier einige Wochen alte Neufund- 
länder aus dem gleichen Wurf verwendet. Am 7. Februar wogen 
die Tiere 1900, 1750, 1520 und 1670 g. Die beiden schwersten, 
Nr. I und II, wurden für die kalkarme Nahrung bestimmt, 
die beiden andern, Nr. III und IV, sollten eine Kalkzugabe 
erhalten. Alle waren lebhaft, sprangen munter umher und 
fraßen mit gutem Appetit. Der Knochenbau war vollkommen 
normal. 

Als Futter erhielten sie anfangs ein Gemisch von Pferde- 
fleisch, Fett und Stärke mit wenig Mais, später nur Fleisch, Fett 
und Stärke. Im Durchschnitt kamen auf 1000 g frisches Fleisch 
je 100 g Mais und Stärke und 85 g Fett. Kochsalz wurde in ge- 
ringen Mengen zugesetzt. Das Futter wurde mit destilliertem 
Wasser gekocht und im ganzen gern genommen. Schwierigkeiten 
bereitete wegen der rapiden Körpergewichtszunahme die Zugabe 
genügender Kalkmengen. Zuerst wurde CaCO,, dann CaHPO, 
probiert. Aber schon am Tage nach der Verabreichung kohlen- 
sauren Kalkes stellte sich bei beiden Hunden leichter Durchfall 
ein. Die Beimischung kohlen- und auch sauren phosphorsauren 
Kalkes beeinflußte auch die Futteraufnahme ungünstig. Selbst 
das Knochenmehl, das schließlich wieder verwendet wurde, 
konnte wegen eines leichten ihm anhaftenden Drogengeruches 
nur mit Mühe in den erforderlichen Mengen gegeben werden. 

Von dem durch den kohlensauren Kalk verursachten Durch- 
fall abgesehen, waren alle Tiere vollständig gesund und ent- 
wickelten sich gut. Das Maß der Futteraufnahme und Gewichts- 
zunahme zeigt nebenstehende Tabelle (und die Kurve II). 

Die Gewichtszunahme ist danach bei den kalkarmen Hunden 
etwas geringer, sie erfolgte aber anfangs ganz regelmäßig und 
wurde erst durch das Eintreten von Knochenbrüchen beein- 
trächtigt, bei den Kontrolltieren wies sie nur zu Beginn wegen 
Verabreichung der ungeeigneten Kalkpräparate Störungen auf. 
(Vergleiche die beigegebenen Kurven II.) Was die Verwertung 
des Futters anbelangt, so verbrauchten auf 1 kg Gewichtszunahme 


kalkarm kalkreich 


| II. ПІ. IV. 
10,5 10,4 90 8,2 kg Futter, 


e-a K Amro 


RR En аа-аа ааа dE ME E ВЕ. ыы. EM, ЧЕ ` ne ae Әр т” A re 


Hans Aron und Robert Sebauer: 


| | 
02L.+ | o0 + | ozt+ | 091 — 
018+ | 082+ |06 — | 099+ 
062+ | 00L+ | oet + | 009+ 
001— | 003+ | 026+ | oor + 
08? + | csE+ | 029+ ! 00: + 


were} 
әроцәд Jop риәлцұм ` 


эўцоләЗдләйло ур sap Зшиәриү | 


ОЭ? 61 


| 01708 | 09025 096 23 

| 00% 
oze} oer | 0623 | ОРЕ | 0297 
osła | 0988 | 0526 | 0099 | 006$ 
096+ | 0687 | 0857 | 0875 | 0608 
065% | 082% | 0817 | Осер | 008% 
0268 | ОСОР | ostr | oorr | 0087 


чолу | 
| әронәд 


ләр pusıyaa әёпәчцәўуп у] 





0261 


wiexjey 
| 








Gert | 0281 | 0085 
(Gét | 0285 | (OPE 
0986 | 00%6 | 0467 
0276 | 006€ 
ОРОС | 0056 
006% 


| Gë е. Ц 
| — 


әрошәд 


а, 


| зәр әри uw ypo dqy 





Е 
| 


IO KOCH J-Jwesag) 


:AWUFUNZ-SJUITAAH-JUIBSIH) 


әромә дәр NVI 


Bedeutung der Kalksalze für den wachsenden Organismus. Sch, 


resp. auf 10 kg Futter nahmen zu 


kalkarm kalkreich 
I. II. III. IV. 
0,96 0,95 1,11 1,22 kg. 


Ein bedeutender Einfluß des Kalkmangels auf das Wachs- 
tum zeigt sich also auch in diesem Versuche nicht. Es muß aber 


Gewicht konstatiert werden, daß die 
7 ERS о Зр ТЯ beiden kalkarmen Tiere bei 
noj — : gleicher Futteraufnahmeetwa 
»— Ее A 15—20% weniger an Körper- 


gewicht zugenommen haben, 
wofür wohl keineswegs allein 
das etwas höhere Anfangs- 
gewicht verantwortlich ge- 
macht werden kann. Da 
aber diese Wachstumsdiffe- 
renz (в.а. Kurven) erst in den 
| | letzten Wochen eintrat, soll 
ir ihr keine zu große Bedeu- 






— — ~- ођатде Ming tung beigemessen werden, 
sod = keiers um so mehr, als ja bei Hund 
ү Тү са — Vr. III während einer vor- 
куш И #7 Жз + юш ж A so ‚ bergehenden kalkarmen Er- 


Kurve I. ` nährung (vgl. Seite 24 und 
Kurve II) keine Abweichung 
in der Wachstumszunahme zu bemerken ist.!) 

Bei beiden kalkarm gefütterten Hunden traten etwa 4 Wochen 
nach Beginn des Versuches ähnliche Erscheinungen auf wie bei 
dem Hunde Nr. I und VIII aus dem vorhergehenden Versuch. 
Sie waren sehr empfindlich gegen leichte Stöße von seiten der 





1) Herr Geheimrat Zuntz hat uns liebenswürdigerweise darauf auf- 
merksam gemacht, daß man vielleicht annehmen darf, die kalkarmen 
Tiere haben wegen ihrer geringeren Beweglichkeit im Vergleich zu den 
Parallelhunden weniger Muskulatur und mehr Fett angesetzt. Da nun 
der Ansatz von l g Fett erheblich mehr Energie erfordert als der von 
l g Muskelfleisch, würde es zu verstehen sein, daß die kalkarmen Tiere 
— sogar trotz geringerer Ausgaben, infolge der wenigen Bewegungen — 
bei gleicher Nahrungsaufnahme, doch weniger gewachsen sind als die 
kalkreichen. 
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anderen Hunde, schrieen scheinbar ohne genügenden Anlaß und 
zeigten oft eine schnell vorübergehende Lahmheit, der Hund 
Nr. II besonders auf dem rechten Hinterschenkel. Die Gelenk- 
enden der Röhrenknochen verdickten sich und wurden sehr 
schmerzhaft; auch an den Ansatzstellen der Rippenknorpel stellten 
sich Auftreibungen in Form des typischen rachitischen Rosen- 
kranzes ein. Infolge der erheblich kalkärmeren Nahrung bildeten 
sich aber diese Erscheinungen nun viel schneller heraus als 
beidem vorhergehenden Versuch. Nur die Verkrümmungen 
der Röhrenknochen waren nicht so stark ausgeprägt, wohl weil die 
Tiere infolge der stärkeren Schmerzen fast gar nicht umherliefen 
und die Knochen nicht belasteten. Am 10. März trat bei dem 
Hunde Nr. П ein Bruch des rechten Hinterschenkels ein. Infolge 
der Schmerzen, die sich allmählich steigerten, und auch an den 
Knochen der nicht verletzten Extremitäten auftraten, waren die 
Futteraufnahme und das Wachstum stark beeinträchtigt und 
nahmen erst nach Ablauf von 14 Tagen wieder zu. 

Der Hund Nr. I bewegte sich um diese Zeit meist kriechend 
vorwärts, seine anfängliche Beweglichkeit hatte er verloren. 
Die Schwellung der Epiphysenknorpel war stärker und schmerz- 
hafter geworden. Dabei war er munter, die Futteraufnahme 
übertraf die aller anderen Hunde, Verdauungsstörungen fehlten. 
Am 25. März geriet er beim Umbherkriechen іп die Spalte eines 
Brettes und bei den keineswegs heftigen Befreiungsversuchen 
brach er sich den rechten Oberschenkel. 

Die kalkreich gefütterten Hunde zeigten keine Veränderungen 
an den Knochen. Nach dem Verschwinden des Durchfalls nahmen 
sie gut an Gewicht zu. Irgendwelche andere Krankheitserschei- 
nungen wurden bei ihnen nicht beobachtet. 

Um einen möglichst einwandsfreien Beweis dafür zu erhalten, 
daß die bei den Hunden Nr. I und II beobachteten Knochen- 
erkrankungen lediglich als die Folgen des Kalkmangels an- 
zusehen sind, wurde dem Hunde Nr. III am 10. März der Kalk 
entzogen. Einige Tage darauf bewegte er sich bereits weniger 
frei, er lag viel und äußerte Schmerzen, wenn er angefaßt 
wurde. 

Am 18. war eine Infraktion des rechten Femur eingetreten, 
der Hund war nicht imstande, von selbst aufzustehen. Wenn er 
hingestellt wurde, belastete er den rechten Hinterschenkel weniger 
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und wagte nicht vorwärts zu gehen. Der Oberschenkel war sehr 
druckempfindlich, abnorme Beweglichkeit und Crepitation fehlten. 

Vom 20. März ab erhielt er wieder die Kalkbeigabe. 8 Tage 
später hatte sich an dem verletzten Femur ein deutlich wahr- 
nehmbarer Callus gebildet. Am 29. stand er bereits von selber auf, 
die noch bestehende Lahmheit besserte sich schnell, so daß er 
am 4. März munter herumlief, den kranken Schenkel nur noch 
wenig schonend; ganz offenbar war also der Kalkmangel 
die Ursache der Knochenerkrankung. 

Anfang April wurden die Hunde getötet. Die Organe der 
Brust und Bauchhöhle waren bei allen Hunden gesund. Ver- 
änderungen ergaben sich nur bei den Hunden Nr. I, П und ПІ 
und waren auf die Knochen beschränkt. 

Die Knochen von Nr. I und II zeigten dieselben Form- 
veränderungen, wie sie beim Hund Nr. I aus dem zweiten Versuch 
beobachtet wurden. Nur waren die Verbiegungen der Röhren- 
knochen aus den schon erwähnten Gründen in geringerem Maße 
ausgeprägt. Die Festigkeit hatte noch mehr gelitten, die Rinde 
war noch dünner, ihre Oberfläche poröser. An einer großen Zahl 
der Knochen waren zahlreiche alte und frische Brüche oder 
Infraktionen eingetreten. Das Callusgewebe zeigte keine Spur 
von Verkalkung. 

Besonders hochgradig waren die Veränderungen an den 
Intermediärknorpeln. Die Dicke derselben betrug an einzelnen 
Stellen mehr als 1 cm. Zum Teil wiesen sie eine deutlich hervor- 
tretende Querstreifung auf, indem graue, durchscheinende Streifen 
mit weißen undurchsichtigen abwechselten. Die Grenzen des 
Knorpels waren sehr unregelmäßig. Größere und kleinere Knorpel- 
zapfen sprangen in das Knochengewebe vor, umgekehrt ragten 
Vorsprünge des Knochens in den Knorpel hinein, wie es die 
beigegebenen Photographien zeigen 1). 

1) Herr Geheimer Regierungsrat Prof. Dr. Schütz hatte die Liebens- 
würdigkeit, die Knochen zu untersuchen, und erklärte die Veränderungen für 
typisch rachitisch, während allerdings Herr Professor Dr. D. v. Hanse- 
mann die Ansicht geäußert hat, daß das pathologisch-anatomische Bild 
der Knochen gewisse Abweichungen von dem für Rachitis charakteristischen 
erkennen lasse, aber keinem der bei den bekannten Knochenerkrankungen 
zu beobachtenden gleiche. Wir wollen ein definitives Urteil jetzt noch 


nicht aussprechen, da uns Herr Prof. v. H. eine eingehende Untersuchung 
unserer Präparate in Aussicht gestellt hat. 
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Die Knochen des kalkreichen Hundes Nr. IV zeigten keine 
Abweichungen vom normalen Aussehen, die von Nr. III, der ja 
vorübergehend kalkarm ernährt war, nur einige Andeutungen der 
bei Nr. I und П gefundenen Veränderungen. 

Für die chemische Untersuchung konnten nur Scapula und 
Ulna von Nr. II und IV verwendet werden, da mit Ausnahme 
einiger für die anatomische Untersuchung bestimmter Knochen 
unverletzte Röhrenknochen nicht vorhanden waren. Die reich- 
liche Callusbildung der frakturierten Knochen hätte aber ein 
falsches Bild der Zusammensetzung vorgespiegelt. 

Die Knochen wurden in der früher angegebenen Weise 
präpariert. Das Ergebnis der Untersuchung ist in den folgenden 
Tabellen zusammengestellt. 

Auch in diesem Versuch stellt sich das Gewicht der frischen 
Knochen, bezogen auf das Körpergewicht, für beide Hunde un- 
gefähr gleich. Einen Verlust an Masse haben die Knochen der 
kalkarmen Hunde wieder nicht erlitten. Dagegen sind sie in 
ihrer Zusammensetzung verändert worden. Sie sind wesentlich 
ärmer an Trockensubstanz geworden, und diese wiederum hat 
an Aschebestandteilen erheblich verloren. Es muß hier darauf 
hingewiesen werden, daß diese Veränderungen, die ja auch 
der vorige Versuch П ergeben hatte, sich vollkommen mitdenen 
decken, die Brubacher!) bei seinen Untersuchungen ` 
als charakteristisch für rachitische Knochen festge- 
stellt hat. Am wenigsten sind übrigens bei uns in dieser Hin- 
sicht die Schädelknochen verändert. 


Überblicken wir die gesamten Versuche, so läßt sich ihr Er- 
gebnis ungefähr dahin zusammenfassen: 

1. Eine Nahrung ist als ‚„kalkarm‘‘ zu bezeichnen, wenn die 
bei Verabreichung dieser Nahrung aufgenommenen Kalkmengen 
nicht den Bedarf des Organismus decken. Bei einem wachsen- 
den Säugetier muß der Kalkbedarf mindestens zu 1,2% 
der Körpergewichtszunahme angenommen werden. Da das 
Wachstum in gewissen Grenzen von der Größe der Nahrungszufuhr 
abhängt, so kann die gleiche Nahrung, wenn sie in Rationen, die 
nur ein geringes Wachstum zulassen, verabreicht wird, genügend 


1) Zeitschr. f. Biol. 29, 577 ff. 
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Kalk enthalten, wenn sie aber in reichlicherer Menge auch an 
dasselbe Tier, das jetzt stärker wächst, verfüttert wird, „kalk- 
агт“ sein. 

2. Der Gesamtkörper und das Gesamtwachstum werden bei 
jungen Tieren durch Kalkmangel der Nahrung nicht in nennens- 
wertem Maße geschädigt. Die Gewichtszunahme erfolgt in nor- 
maler Weise, solange die Kalkentziehung keine zu weitgehende 
ist. Hierbei ist noch zu bedenken, daß die Tiere durch das Ein- 
treten von Knochenbrüchen in ihren Bewegungen behindert 
werden. 

Auch in anderer Beziehung wird der Allgemeinzustand, ab- 
gesehen von einigen vereinzelt beobachteten nervösen Störungen 
und einer vielleicht etwas größeren Disposition zu Verdauungs- 
störungen, nicht beeinträchtigt. 

3. Die Schädigungen, die die Tiere durch den Kalkmangel 
erleiden, betreffen fast ganz ausschließlich das Knochensystem. 
In klinischer und pathologisch-anatomischer Beziehung zeigen 
sich Veränderungen, die denen bei der Rachitis zum mindesten 
ganz ähnlich sind. 

Die chemische Untersuchung zahlreicher einzelner Knochen 
zeigt, daß diese an Gewicht denen eines entsprechenden Normal- 
tieres gleichkommen, dagegen reicher an Wasser und ärmer an 
Trockensubstanz sind, und daß die Trockensubstanz ihrerseits 
wiederum ärmer an Mineralstoffen ist. Der Kalkgehalt der Asche 
des Knochens ist nur unwesentlich gegen die Norm vermindert. 
Es hat sich also ein wasserreicherer Knochen gebildet, 
dessen organische Grundsubstanz ungenügend verkalkt 
ist. Diese chemischen Veränderungen, die wir bei zu geringer 
Kalkzufuhr in der Nahrung an den Knochen feststellen konnten, 
stimmen mit den bei Rachitis beobachteten vollkommen überein. 


Während der Kalkgehalt der Knochen in so hohem Maße 
durch zu geringe Kalkzufuhr in der Nahrung verringert wird, 
zeigt der Kalkgehalt des Fleisches und Blutes keine, der des 
(хеһігпев nur eine geringe aber möglicherweise nicht ganz be- 
deutungslose Abnahme gegen die Norm. 


Über die Vergärung der Ameisensäure durch 
Proteus vulgaris. 


Von 
Hartwig Franzen und Georg Braun. 


(Mitteilung aus dem Chemischen Institut der Universität Heidelberg.) 


(Eingegangen am 29. November 1907.) 


Daß Proteus vulgaris Ameisensäure zu vergären vermag, ist 
bereits von Albert Maaßen!) nachgewiesen worden. Während 
Maaßen nur die qualitativen Verhältnisse berücksichtigte, kam 
es uns darauf an, zu untersuchen, wieviel Ameisensäure in einer 
bestimmten Zeit bei einer bestimmten Temperatur durch Proteus 
vulgaris vergoren werden konnte. Die Untersuchungen sind noch 
zu keinem Abschluß gelangt. Da wir aber gezwungen sind, die 
Arbeiten auf längere Zeit zu unterbrechen, möchten wir unsere 
vorläufigen Ergebnisse an dieser Stelle veröffentlichen, um uns 
die spätere ungestörte Fortsetzung der Arbeiten zu sichern. 

Als Kulturmedium diente gewöhnlich Nährbouillon; sie wurde 
mit soviel Kalium- oder Natriumformiat versetzt, als 1/,% oder 
1%, Ameisensäure entsprach, mit dem Bacterium geimpft, be- 
stimmte Zeit bei der gewünschten Temperatur stehen gelassen 
und dann die noch vorhandene Ameisensäure ermittelt. Die 
Kultur des Proteus vulgaris war von Kral in Prag bezogen. 

Die Ameisensäure wurde nach der Methode von Lieben be- 
stimmt. Es ist nicht möglich, die Ameisensäure direkt in der 
vergorenen Flüssigkeit durch Behandlung mit Quecksilberchlorid 
zu ermitteln, da erstens die Bakterienleiber und sonstige unlös- 
liche Niederschläge stören und zweitens weil die Möglichkeit vor- 
liegt, daß durch die Lebenstätigkeit der Bakterien reduzierende 
Substanzen gebildet werden, die ebenfalls Mercurichlorid zu Mer- 
eurochlorid reduzieren. Die Ameisensäure muß deshalb aus der 


1) Arbeiten aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamt 12, 340, 1896. 
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Kulturflüssigkeit abdestilliert und die Bestimmung in dem 
Destillat vorgenommen werden. 

Um nun zu sehen, ob die Ameisensäure sich quantitativ aus 
Bouillon abdestillieren ließ, wurde eine bekannte Menge Kalium- 
oder Natriumformiat in Bouillon gelöst, mit Salzsäure angesäuert 
und so lange mit Wasserdampf destilliert, bis eine Probe des 
Destillats auf Fehlingsche Lösung nicht mehr reduzierend ein- 
wirkte. Das Destillat wurde dann mit Kalilauge genau neutrali- 
siert und die Ameisensäurebestimmung in der gewöhnlichen Weise 
vorgenommen. 

0,1342g Ameisensäure (als Kaliumformiat) in 100 ccm 
Bouillon gelöst gaben nach dem Ansäuern und Destillieren 
1,0540 g Hg,Cl, entsprechend 0,1330 g Ameisensäure. 

0,9039 р Ameisensäure (als Kaliumformiat) in 100 ccm 
Bouillon gelöst, gaben nach dem Ansäuern und Destillieren 
9,2388 g Hg,Cl, entsprechend 0,9024 g Ameisensäure. 

1,0000 g Ameisensäure (als Kaliumformiat) in 100 Gem 
Bouillon gelöst, gaben nach dem Ansäuern und Destillieren 
10,2207 g Hg,Cl, entsprechend 1,0003 g Ameisensäure. 

1,0000 g Ameisensäure (als Natriumformiat) in 100 ccm 
Bouillon gelöst, gaben nach dem Ansäuern und Destillieren 
10,2194 g Hg,Cl, entsprechend 1,0001 g Ameisensäure. 

Wie aus diesen Versuchen hervorgeht, läßt sich die Ameisen- 
säure quantitativ aus Bouillon abdestillieren und im Destillat 
bestimmen. 

Die einzelnen Versuche wurden in folgender Weise angestellt. 
Erlenmeyerkolben von 200 ccm Inhalt wurden mit 90 ccm 
gewöhnlicher Nährbouillon beschickt, 5 ccm einer Lösung von 
Kalium- oder Natriumformiat, welche die gewünschte Menge des 
Salzes enthielt, hinzugefügt und sterilisiert. Zur Beimpfung mit 
Proteus wurde zunächst eine Öse einer frischen Agarstrichkultur 
entnommen, in ein mit 10 ccm Bouillon beschicktes Reagensglas 
gegeben, 24 Stunden zur Entwicklung stehen gelassen, gut um- 
geschüttelt, mit einer sterilen Pipette 5 ccm der Kulturflüssigkeit 
aufgenommen und in die mit Ameisensäurebouillon beschickten 
Erlenmeyerkolben gegeben. Die Kolben wurden dann bei 
einer bestimmten Temperatur stehen gelassen und nach 24, 
48 usw. Stunden in je einem Kolben eine Ameisensäurebestim- 
mung vorgenommen. 
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Als Versuchstemperaturen wurden 18°, 24° und 27° gewählt. 
In einigen Versuchsreihen wurden die Versuche bis zum 15. oder 
16. Tag fortgesetzt, in den meisten nur bis zum 10. Tag, weil die 
Differenz der vergorenen Mengen zwischen zwei Tagen nach dieser 
Zeit schon sehr klein wurde. Die einzelnen Versuche sind in den 
folgenden Tabellen zusammengestellt. 

















Tabelle L 
l proz. Ameisensäure als Kaliumformiat bei 18°. 
Zeit | Vergoren | Vergoren | Noch vorhanden | Noch vorhanden 
HCOOH |€ HCOOH | HCOOH | HCOOH 
in Tagen | 
g | % ке. Ар. Е an — * 
1 | 0190 | 19720 0,8030 1 81,80 
2 | 0,2764 | 27,64 0,7236 i 72,36 
3 | 0,3139 31,39 0,6861 68,61 
4 0,3597 | 35,97 0,6403 64,03 
5 0,3786 | 37,86 0,6214 62,14 
6 0,3951 | 39,51 0,6049 60,49 
7 0,4126 41,26 | 0,5874 58,74 
8 0,4305 | 43,05 0,5655 56,95 
9 0,4421 44,21 | 0,5579 55,79 
10 0,4507 | 45,07 | 0,5498 54,93 
11 0,4602 | 46,02 0,5398 53,98 
12 0,4687 | 46,81 | 0,5818 59,18 
13 0,4721 47,21 | 0,5279 52,79 
14 | 0,4786 47,86 0,5214 52,14 
15 0,4833 | 48,33 | 0,5167 51,67 
Tabelle П. 


l proz. Ameisensäure als Kaliumformiat bei 24°. 











| 





Zeit | Vergoren Vergoren | Noch vorhanden | Noch vorhanden 
i | HCOOH HCOOH | HCOOH HCOOH 
in Tagen | 
| g % g % 

1 0,2141 21,41 | 07859 | 78,59 

2 0,2851 28,55 0,7145 71,45 

3 0,3205 32,06 | 0,6794 67,94 

4 0,3866 | 38,68 | 0,6132 | 6132 

5 0,4128 41,21 | 0,5879 | 58,79 

6 | 0,4397 43,97 | 0,5603 66,03 

1 0,4416 44,76 | 05524 55,24 

8 | 0,4591 45,91 0,5409 54,09 

9 | 0410? 4702 | 05298 | 5298 
10 | 04807 4807 | 05193 ` 51,93 
11 | 0,4925 | 4925 0,5075 | 50,75 
12 0,5027 | 0 | 0,4973 | 49,73 
3 | 0,6038 1 50388 | 0492 | 49,62 
14 0,5076 5076 | 0,494 49,24 
15 0,5081 50,81 | 04919 | 49,19 


16 | 0,5083 50,83 | 0,4917 | 49,17 
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Tabelle III. 
lproz. Ameisensäure als Kaliumformiat bei 37°. 








































— 
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0.3859 77,18 01141 | 22,82 
0.3360 77.91 0.1130 99.70) 


Zeit - Noch vorhanden Noch vorhanden 
in Tagen HCOOH HCOOH 
1 | oam | 94176 0,7524 1 175,94 
2 | 0,3631 36,31 0,6369 | 63,69 
3 0,4742 47,42 0,5958 | 52,58 
4 | 0,4903 49,03 | 0,5087 | 50,87 
5 | 0,5083 | 508 | 0,4917 49,17 
6 | 05179. 51,72 | 0,4828 48,28 
7 | 0,5983 ; 5938 ! 04169 47,62 
8 | 05403 ! 54,03 0,4597 45,97 
9 | 055868, 55,86 0,4414 44,18 
10 0,5608 ' 568 | 0,4399 43,99 
Tabelle IV. 
!',proz. Ameisensäure als Kaliumformiat bei 18°. 

— Vergore | © Vergoren Noch vorhanden | Noch vorhanden 
HCOOH HCOOH | HCOOH HCOOH 
in Tagen | | 
PES РЕМ 99 % ee 

1 0,1469 | 29938 0,3531 | 70,82 
2 0,2156 1 1483,16 0,2844 | 56,84 
3 0,2714 | 54,98 0,2286 45,72 
4 0,3136 ` 62,72 0,1864 | 31,28 
5 | 0,3403 i 688 | 04596 | 31,92 
6 | 0,3622 72,43 i 0,1378 \ 27,57 
T | 0,3664 73,28  ' 0,1836 26,72 
8 | 0,3770 75,41 т 041230 94,59 
9, 0,3814 7628 | 0,1186 23,72 

10 0,3838 76,76 ` 0,1169 23,24 

Tabelle V. 
1! proz. Ameisensäure als Kaliumformiat bei 24°. 
— Е Vergoren | С Vergoren ` Noch vorhanden Noch vorhanden 
А HCOOH HCOOH HCOOH 
in Tagen | & У | ` 
1 0,1491 | дуз 0,3509 
2 0,2538, 4527, 0,2737 
3 0,2753 55,07, 0,9947 | ; 
4 | 08491 i 6982 1 0,1509 30,18 
5 0,3689; 73,78 0,1311 | 26,22 
6 0.3757 , 7514 0,1243; 24,36 
1 0,3810 76,20 0,1190 | 23,80 
8 0,3839 76.19 0,1161 23,21 
| 


— 
— e 
— 
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Tabelle VI. 
1/, proz. Ameisensäure als Kaliumformiat bei 24°. 


Zeit Vergoren | Noch vorhanden | Noch vorhanden 
in Tagen HCOOH HCOOH HCOOH 
1 0,3286 65,72 
2 0,2427 48,54 
3 0,1732 34,64 
4 0,1436 28,72 
5 0,1196 23,92 
6 0,0870 19,40 
7 0,0849 16,98 
8 0,0753 15,05 
9 0,0712 14,28 
10 0,0692 13,84 





Tabelle VII. 
1°/, HCOOH als Natriumformiat bei 18°. 





























Vergoren | Noch vorhanden | Noch vorhanden 
HCOOH HCOOH 








0,7998 


27,48 0,7252 72,52 
31,43 0,6857 68,57 
36,06 0,6394 63,94 
38,14 0,6186 61,86 
39.67 0,6033 60,33 
41,30 0,5870 58,70 
43,16 0,5684 56,84 
44,32 0,5568 55,68 
45,17 0,5483 54,83 
46,26 0,5314 53,14 
46,91 0,5303 53.03 
47,63 0,5237 52,37 
47,97 0,5203 52,03 
48,56 0,5144 51,44 
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Tabelle VIII. 
1°/, HCOOH als Natriumformiat bei 24°. 














Noch vorhanden 
HCOOH 


Noch vorhanden 
HCOOH 


Vergoren 


Vergoren 
Zeit 
ge HCOOH 


HCOOH 










in Tagen 





22,15 



























1 77,85 
2 29,08 70,92 
3 35,74 64,26 
4 38,82 61,18 
5 42,01 57,98 
6 44,13 55,87 
7 44,82 55,18 
8 45,74 54,26 
9 47,38 52,62 
10 48,13 51,87 
11 49,37 0,5063 50,63 
12 50,31 0,4969 49,69 
13 50,46 0,4954 49,54 
14 50,82 0,4918 49,18 
15 50,87 0,4913 49,13 
16 50,93 0,4907 49,07 
Tabelle IX. 
1% HCOOH als Natriumformiat bei 37°. 
Zeit Vergoren Vergoren | Noch vorhanden | Noch vorhanden 
in Tagen HCOOH HCOOH HCOOH HCOOH 
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Tabelle X. 
1129, НСООН als Natriumformiat bei 18°. 
Zeit Vergoren Vergoren | Noch vorhanden | Noch vorhanden 
in Tagen HCOOH HCOOH HCOOH HCOOH 
ВЕЕ с E ie Ben, 
1 | 01491 29,82 0,3509 70,18 
2 0,2187 43,74 0,2813 56,26 
3 0,2751 55,01 0,2249 44,99 
4 0,3099 61,98 0,1901 38,02 
5 0,3427 68,53 0,1573 31,47 
6 0,3693 72,86 0,1307 27,14 
7 0,3673 73,47 0,1327 26,53 
8 0,3781 15,62 0,1219 24,88 
9 0.3823 76,47 0.1177 28,54 
10 0,3837 76,73 0,1163 23,26 
Tabelle XI. 
1/,%/, НСООН als Natriumformiat bei 24°. 
Zeit Vergoren Vergoren | Noch vorhanden | Noch vorhanden 
in Tagen HCOOH HCOOH HOOH HCOOH 
a EE PEE EE 
1 0,1491 d 0,3509 70,18 
2 0,2251 45,02 0,2749 54,98 
3 0,2843 56,86 0,2157 43,14 
4 0,3402 68,04 0,1598 31,96 
5 0,3681 73,62 0,1319 26,38 
6 0,3801 76,02 0,1199 23,98 
7 0,3849 76,98 0,1151 23,02 
8 0,3861 77,21 0,1189 22,78 
9 0,3896 17,82 0,1104 22,08 
10 0,3901 78,02 0,1099 21,98 
Tabelle XII. 
1/,0/, НСООН als Natriumformiat bei 37°. 
Zeit Vergoren Vergoren | Noch vorhanden | Noch vorhanden 
in Tagen HCOOH HCOOH HCOOH HCOOH 
1 0,3282 65,64 
2 50,04 
3 36,18 
4 29,02 
5 24,14 
6 20,06 
7 15,84 
8 15,08 
d 14,96 
10 14,84 





3* 


36 Н. Franzen und G. Braun: 


Um einen guten Vergleich der einzelnen Tabellen zu ermög- 
lichen, haben wir die einzelnen Resultate nochmals nach Tagen 
geordnet zusammengefaßt. Die erste Spalte enthält die Tem- 
peratur, die zweite die vergorene Menge Ameisensäure іп % bei 
Anwendung von Kaliumsalz, die dritte die vergorene Menge 
Ameisensäure in % bei Anwendung von Natriumsalz und die 
vierte die Differenz in %, gegen das Natriumsalz berechnet. 


І. 1prozentige Ameisensäure. 


nach 1 Tag 

18° 19,70 20,02 + 0,32 

24° 21,41 22,15 + 0,74 

37° 24,76 25,28 + 0,52 
nach 2 Tagen 

18° 27,64 27,48 — 0,16 

24° 28,55 29,08 + 0,53 

37° 36,31 40,19 + 3,88 
nach 3 Tagen 

18° 31,39 31,43 + 0,04 

24° 32,06 35,74 + 3,68 

37° 47,42 48,02 + 0,60 
nach 4 Tagen 

18° 35,97 36,06 + 0,09 

24° 38,68 38,82 + 0,14 

37° 49,03 50,26 + 1,23 
nach 5 Tagen 

18° 37,86 38,14 + 0,28 

24° 41,21 42,01 + 0,80 

37° 50,83 51,14 + 0,31 
nach 6 Tagen 

18° 39,51 39,67 + 0,16 

24° 43,97 44,13 + 0,16 

37° 51,72 52,05 + 0,33 
nach 7 Tagen 

18° 41,26 41,30 + 0,04 

24° 44,76 44,82 + 0,06 


37° 52,38 52,76 + 0,28 
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nach 8 Tagen 


18° 43,05 

24° 45,91 

37° 54,03 
пасһ 9 Тареп 

18° 44,21 

24° 47,02 

37° 55,86 
nach 10 Tagen 

18° 45,07 

24° 48,07 

37° 56,08 


43,16 
45,74 
53,21 


44,32 
47,38 
53,87 


45,17 
48,13 
54,08 


+ 0,11 
— 0,17 
— 0,82 


+0,11 
+ 0,36 
— 1,99 


+ 0,10 
+ 0,06 
— 2,00 


П. !/,prozentige Ameisensäure. 


nach 1 Tag 

18° 29,38 

24° 29,82 

37° 34,28 
nach 2 Tagen 

18° 43,16 

24° 45,27 

37° 51,46 
nach 3 Tagen 

18° 54,28 

24° 55,07 

37° 65,36 
nach 4 Tagen 

18° 62,72 

24° 69,82 

37° 71,28 
nach 5 Tagen 

18° 68,08 

24° 73,78 

37° 76,08 
nach 6 Tagen 

18° 72,48 

24° 75,14 

37° 80,60 


29,82 
29,82 
34,36 


43,74 
45,02 
49,96 


55,01 
58,86 
63,82 


61,98 
68,04 
10,98 


68,53 
73,62 
75,86 


72,86 
76,02 
79,94 


+ 0,44 
+ 0,00 
+ 0,08 


+ 0,58 
— 0,25 
— 1,50 


+ 0,73 
+ 3,79 
— 1,54 


— 0,74 
— 1,78 
— 0,30 


+ 0,45 
— 0,16 
— 0,22 


+ 0,43 
+ 0,88 
— 0,66 
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nach 7 Tagen 


18° 18,28 18,47 + 0,19 

24° 76,20 76,98 + 0,78 

37° 83,02 84,16 + 1,14 
nach 8 Tagen | 

18° 75,41 75,62 + 0,21 

24° 76,79 77,21 + 0,58 

37° 84,95 84,92 — 0,03 
nach 9 Tagen 

18° 76,28 76,74 + 0,19 

24° 77,18 77,82 + 0,64 

37° 85,76 85,04 — 0,74 
nach 10 Tagen 

18° 76,76 76,73 — 0,03 

24° 77,21 78,02 + 0,81 

37° 86,16 85,16 — 1,00 


Diese Versuchsreihen zeigen, daß bei einer bestimmten Kon- 
zentration der Ameisensäure, bei einer bestimmten Temperatur 
innerhalb derselben Zeit immer dieselbe Menge Ameisensäure ver- 
goren wird, gleichgültig, ob die Säure als Kalium- oder als Natrium- 
salz vorliegt. Die Geschwindigkeit der Reaktion nimmt mit der 
Konzentration der Ameisensäure zu. Man könnte vielleicht 
meinen, daß eine gegebene Bakterienmenge, ob nun eine Lösung 
mit 1%, oder !/,% Ameisensäure vorliegt, immer dieselbe Menge 
Säure vergoren wird. Bemerkenswert ist ferner, daß bei An- 
wendung einer 1/,prozentigen Lösung der Endvergärungspunkt 
rascher erreicht ist, als bei Anwendung einer 1 prozentigen 
Lösung, trotzdem im ersteren Falle nach einer bestimmten Zeit 
weniger Ameisensäure vergoren ist, als in letzterem. Der End- 
vergärungspunkt ist bei einer !/,prozentigen Lösung schon nach 
9—10 Tagen, bei einer lprozentigen Lösung erst nach 15—16 
Tagen erreicht. Um diese Verhältnisse deutlicher zu machen, 
haben wir die Mengen Ameisensäure die bei den verschiedenen 
Temperaturen nach 9 und nach 10 Tagen in einer 1 prozentigen 
und einer !/,prozentigen Lösung vergoren wird, in der folgenden 
Tabelle nochmals zusammengestellt. 
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Bei 18°: 
lproz. Ameisensäure als Kaliumsalz nach 9 Tagen vergoren 0,4421 й 0.0086 
1, , е » „10 „ „ 04507 ј "28 
а а 9 0,3814 g 
WK n n n ” ” nm U 
тта 7 7 озвзв 000048 
Веі 24°: 
1рго2. Ameisensäure als Kaliumsalz nach 9 Tagen vergoren 0,4702 d 0.0105 
1, n Ў , „101 , 0,4807 ј E 
Ya э n ” ” n 9 n ” 0,8859 e) 
| 0,0001 
— „10, 0,3860 ("IT 
Bei 17°: 
lproz. Ameisensäure als Kaliumsalz nach 9 Tagen vergoren 0,5586 gi 0.0022 
Ka Р ; „ „101 „0,5680 ј ^°Ё 
1. S | S 9, 0,4288 d 
з P “ n n › 
GENEE dee 04308 J OODE 
Bei 18°: 
lproz. Ameisensäure als Natriumsalz nach 9 Tagen vergoren 0,4432 di 0 008 5 
In Я 3 7 „10 „p „n 04517 [° B 
Va e * ” D WW 9 n n 0,3823 d 
no J OOIE 
Bei 28°: 
l proz. Ameisensäure als Natriumsalz nach 9 Tagen vergoren 0,4738 a 0.0075 
1 я n n n” э 10 я n 0,4813 Р Ё 
dë S И 9 0,3896 g 
IK n n n D ) 
п, | 4 „10 „ „053901 | BE 
Bei 37°: 
l proz. Ameisensäure als Natriumsalz nach 9 Tagen vergoren 0,5387 d 0.0021 
1, ; Е s „11 „ 0005408 ege? 
— 9 š 0,4252 g 
12 ” r ” n ? U H 
e i u: „10 „ 04958 | ee 


Zur Kenntnis der Fermente und Antifermente. 
VI. Mitteilung. 


Von 


Martin Jacoby. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 29. November 1907.) 


In einersoebenerschienenen Arbeit „Über dieWiedergewinnung 
des Diphtherietoxins aus seiner Verbindung mit dem Antitoxin“ 
schreiben J. Morgenroth und K. Willanen!) folgendes: | 

„Im Anschluß an diese?) Ergebnisse stellte Jacoby (diese 
Zeitschr. 1, 1906) einige Versuche an, um festzustellen, ob auch 
die Neutralisation des Labfermentes durch das im normalen 
Pferdeserum vorhandene Antilab durch saure Reaktion der Lösung 
gehemmt wird. Er fand, daß schon ein geringer Säuregrad die 
Wirkung des Antilabs auf das Lab verhindert und daß bei nach- 
träglicher Zufügung von Säure zu einem unwirksamen Lab-Anti- 
labgemisch die Labwirkung wieder hervortritt. Von letzteren Ver- 
suchen wird ein Beispiel nicht mitgeteilt. Das eine von Jacoby 
mitgeteilte Beispiel der primären Beeinflussung der Antilabwirkung 
durch Säure möchten wir bis auf weiteres nicht als beweisend 
ansehen. Über die Stärke des Antilabs läßt der Versuch ein 
Urteil nicht zu, und es bleiben zwei Einwände offen. Erstlich 
werden die Gemische vor dem Zusatz der Milch nicht neutrali- 
siert, und es kann deshalb ein kleiner noch freier Labrest durch 
die Säure in seiner Aktion so begünstigt werden, daß ein Frei- 
werden von Lab vorgetäuscht wird. Zweitens kann, worauf 


1) Virchows Archiv 190, 1907. 
2) Es handelt sich um Morgenroths Ergebnisse über die Trennung 
von Cobratoxin und Antitoxin. 
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Fuld (Charit&-Gesellschaft 1907) jüngst hingewiesen hat, nach 
Bindung des Labs durch das Antilab Umwandlung von Zymogen, 
welches nach seinen Beobachtungen von dem Antilab nicht be- 
einflußt wird, in Lab durch die Säure stattfinden und so ein 
Irrtum entstehen. Die Versuche, deren positiver Ausfall von 
prinzipieller Bedeutung ist, bedürfen deshalb noch der Ergänzung 
durch eine quantitative Durchführung.“ 

Diese quantitative Durchführung ist schon vor meiner ersten 
Publikation durch mich gemacht worden. Ich habe damals be- 
reits die Versuche mit den verschiedensten Antitoxinmengen aus- 
geführt und mich überzeugt, daß auch ein erheblicher Überschuß 
von Antiferment das Phänomen keineswegs beeinträchtigt. Daß mir 
die zu berücksichtigenden Fehlerquellen durchaus bekannt waren, 
geht auch aus dem in meiner Arbeit abgedruckten betreffenden 
Versuchsprotokoll hervor, in dem ausdrücklich vermerkt steht: 
„Diese Serummenge ist ein mehrfaches der zur Neutralisation 
des Labs notwendigen Quantität.“ Sollten die angewandten Lab- 
präparate Zymogen enthalten haben, so würde auch für das 
neu entstandene Lab die Antilabmenge zur Neutralisation ge- 
nügt haben. 

Die unterstützende Wirkung der Säure auf die Labwirkung, 
die ja auch bekannt ist, erwähne ich ausdrücklich (diese Zeitschr. 1, 
71, beim Trypsinlab). Versuche über die nachträgliche Aktivierung 
der inaktiven Gemische durch Säure habe ich bei meinen Be- 
mühungen, die Lab-Antilabverbindung zu isolieren (S. 69—70), 
zahlreich angestellt. Noch nach vielen Stunden gelingt die 
Aktivierung. 

Der positive Ausfall meiner Versuche ist also nach 
den verschiedensten Richtungen durch Kontrollver- 
suche durchaus gestützt. 





Bemerkungen über die Lecithidbildung. 


Von 
Preston Kyes. 


(Eingegangen am 2. Dezember 1907.) 


І. 


In einer kürzlich erschienenen Arbeit berichten Michaelis 
und Róna?) über sehr interessante Versuchsergebnisse, welche 
Bie bei der Einwirkung einer Mastixsuspension auf das Labferment 
erhalten haben. Das Lab wird nämlich durch Mastix aus seiner 
wässerigen Lösung gefällt, und der labende Niederschlag löst sich 
in Chloroformalkohol ohne Rückstand. Diese Analogie, welche 
das ‚„Mastix-Lab‘“ in bezug auf die Löslichkeitsverhältnisse zu 
dem von mir dargestellten Cobralecithid aufweist, hat die Autoren 
veranlaßt, die beiden Vorgänge in vollständige Parallele zu stellen 
und auch die Bildung des Cobralecithids den physikalischen 
Prozessen einzureihen, welche, wie es ja bei der Entstehung des 
Mastixlabs nicht anders sein kann, durch die gegenseitige Bindung 
von zwei Kolloiden veranlaßt werden. Demgegenüber habe ich 
von Anfang an die Auffassung vertreten?), daß es sich bei der 
Bildung des Cobralecithids um eine chemische Reaktion von 
synthetischem Charakter handele. 

Ich habe den Nachweis erbracht?), daß das Reaktionspro- 
dukt bei der chemischen Elementaranalyse als ein Monostearyl- 


1) L. Michaelis und P. Róna, Über die Löslichkeitsverhältnisse 
von Albumosen und Fermenten mit Hinblick auf ihre Beziehungen zu 
Lecithin uud Mastix. Diese Zeitschr. 4, 1, 1907. 

2) P. Krees, Über die Isolierung von Schlangengift - Lecithiden. 
Berl. klin. Wochenschr. 1903, Nr. 42 u. 43. 

3) Р. Keen, Über die Lecithide des Schlangengiftes. Diese Zeitschr. А, 
99, 1907. 
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lecithin sich erweist. Man müßte deshalb vom Standpunkt der 
von Michaelis und Röna geäußerten Anschauung annehmen, 
daß bei dem Prozeß durch Abspaltung aus dem Lecithin das 
Monostearyllecithin sich primo loco bildet, und daß dieses secundo 
loco bestimmte Mengen des wirksamen Bestandteiles absorbiert. 
Es handelt sich also um die Entscheidung der Frage, ob die von 
mir beschriebene Verbindung ein Gemenge oder ein einheitliches 
Produkt ist. 

In dieser Beziehung habe ich zu erwähnen, daß das Cobra- 
lecithid ganz neue Eigenschaften besitzt, die dem Ausgangs- 
material nicht zukommen. Ich erwähne hier: 

1. den außerordentlich schnellen Charakter der Hämolyse; 

2. die vollkommene Widerstandsfähigkeit gegenüber lang- 
stündigem Kochen; 

3. die mangelnde Beeinflußbarkeit durch das Calmettesche 
Antivenin und 

4. die Möglichkeit, mit Hilfe dieses Lecithids einen neuen 
Antikörper zu schaffen, der stärkere Avidität besitzt als das 
Calmettesche Antivenin. 

Weiterhin gelingt es auch weder aus dem Präparat etwa 
überschüssiges Lecithin herauszuziehen, noch die hämolytische 
Wirkung durch Zusatz von unverändertem Schlangengift oder 
von Lecithin zu verstärken, wofür folgende Tabelle als erneuter 
Beleg dienen möge: 












Cobra- Hämolyse von 1 ccm 5proz. Ziegenblut durch: 
lecithid 2 = | F 
0,01% Cobraleeithid + 0,1 cem | Cobralecithid + 0,2 ссп 


cem Cobralecithid allein 0,l proz. Lecithin 0,1 proz. nativ. Cobragift 





1,0 komplett komplett komplett 
0,75 А 5 я 

0,5 e n e 
0,35 e n n 
0,25 fast komplett fast komplett fast komplett 
0,15 mäßig . mäßig mäßig 
0,1 fast null fast null fast null 
0,075 null null null 
0,05 n » ” 
0,035 n » n 
0,025 к А Š 
0.015 е А | я 
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Es handelt sich nach alledem um eine chemisch-einheitliche 
Verbindung, nicht um eine Mischung. 

Ganz anders verhält sich dagegen das von Michaelis und 
Röna beschriebene Mastixlab. Es geht aus der Beschreibung 
hervor, daß man diesem Präparat reines Lab durch Lösungs- 
mittel entziehen kann, und man kann sich ferner leicht davon 
überzeugen, daß das an Mastix haftende Lab in allen seinen 
Haupteigenschaften, insbesondere Zerstörung durch thermische 
Einflüsse, vollkommen dem Ausgangsmaterial entspricht. In 
diesem Falle liegt also offenbar eine Mischung zweier Komipo- 
nenten vor, und es scheint mir daher die Berechtigung zu fehlen, 
lediglich wegen der ähnlichen Löslichkeitsverhältnisse die beiden 
Vorgänge der Lecithidbilduug und der Fällung des Labs durch 
Mastix zu identifizieren. Es handelt sich in der Tat um rein 
formale Analogien, welche die wesentlich differenzierenden Mo- 
mente nicht tangieren, und ich halte es für nicht überflüssig, 
auf die Gefahr solcher Analogieschlüsse hinzuweisen. 


П. 


Bei ihren Untersuchungen über Toxolecithide fanden Morgen- 
roth und Carpi!) das nach dem von mir angegebenen Verfahren 
dargestellte Cobralecithid auch im Tierversuch giftig. Dieser 
Befund, welcher im Gegensatz zu meinen Angaben steht, veran- 
laßt die Autoren anzunehmen, daß ‚die nach Куев isolierten 
Produkte, welche dieser als reine Lösungen des hämolytischen 
Toxolecithids ansah, keineswegs ohne weiteres als solche betrachtet 
werden dürfen, da sie außerdem ein hemotoxisches Prinzip ent- 
halten können‘. Ich glaube, daß zu dieser Schlußfolgerung keine 
zwingende Notwendigkeit vorliegt. Zunächst muß bemerkt werden, 
daß die von Morgenroth und Carpi benutzten Lecithide zum 
Teil nach einer anderen Methode gewonnen wurden, als die- 
jenigen, auf welche sich meine Angaben über die mangelnde Toxi- 
cität des Lecithids beziehen. Morgenroth und Carpi fällten 
nämlich, wie ich es auch für Gewinnung kleinerer Lecithidmengen 
angegeben habe, Gemische von Cobragift und Lecithin mit 
Alkohol und gewannen aus dem Filtrat das Lecithid durch Äther- 
fällung. Es erscheint nicht ausgeschlossen, daß bei diesem Vor- 


1) J.Morgenroth und U. Carpi, Über Toxolecithide, I. Mitteilung. 
Diese Zeitschr. 4, 248, 1907. 
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gehen geringgradige Mengen der neurotoxischen Giftkomponente 
durch den ja wasserhaltigen Alkohol aufgenommen werden. Eben- 
so können aber auch beim Ausschütteln des Cobragiftes mit 
Lecithin-Chloroform geringe Mengen der wässerigen Lösung in 
das Chloroform übergehen und so eine scheinbare Lösuug des 
Neurotoxins in Chloroform vortäuschen. Berücksichtigt man 
dazu, daß Morgenroth und Carpi Präparate verwandten, die 
mehr oder weniger als Rohprodukte zu betrachten sind und be- 
sonders vor der Ätheıfällung des Chloroformteils nicht mit Wasser 
entziehenden Mitteln gereinigt wurden, so dürfte es nicht über- 
raschen, daß durch den Wassergehalt des Chloroforms geringe 
Mengen des Neurotoxins mit in den Chloroformteil gerissen 
werden. Es kann auch nicht wundernehmen, daß solche Ver- 
unreinigungen je nach den kleinen, unscheinbaren Modifikationen 
der einzelnen Darstellungen in ihrem Grade variieren dürften, 
und ich glaube daher, daß sich dadurch Abweichungen in den 
Befunden von Morgenroth und Carpi und den meinigen er- 
klären. Jedenfalls verursachte das von mir in reiner Form dar- 
gestellte Lecithidpräparat, über das ich letzthin berichtet habe), 
selbst in einer Dosis von 1 ccm der 10%, Lösung, die einer 1,8% 
Lösung des nativen Cobragifts entspricht, nicht den Tod von 
Mäusen. Zu der Annahme, daß das Neurotoxin in der Lecithid- 
lösung in Form einer Lecithin-Verbindung enthalten ist, scheint 
mir keine Veranlassung vorzu'iegen, Denn Morgenroth und 
Carpi geben selbst an, daß sich das in der Lecithidlösung ent- 
haltene giftige Prinzip gegenüber dem Calmetteschen Serum 
genau so verhält, wie das genuine Neurotoxin. In Bezug auf die 
Thermolabilität scheint es allerdings eine Mittelstellung zwischen 
Neurotoxin und hämolytischem Lecithid einzunehmen; es ist nicht 
so labil wie ersteres und nicht so stabil wie letzteres. Aber diese 
geringgradige Differenz im Verhalten gegenüber thermischen Ein- 
flüssen dürfte sich durch das durch die Lecithidlsung gegebene 
andersartige Milieu hinreichend erklären. Ebenso Калп die gl: ich- 
zeitige Gegenwart des Lecithids natürlich auch die Resorptions- 
verhältnisse erheblich alterieren, so daß zur Erklärung der Ab- 
weichungen in den Symptomen die Annahme ausreicht, daß bei 
Lösung des Neurotoxins in der Lecitliidlösung Resorption und 


1) P. Kyes, Über die Lecithide des Schlangengiftes. Diese Zeitschr. 4, 
99, 1907. 
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Verteilung des Neurotoxins andersartig sind und man nicht mit 
Morgenroth und Carpi aus der veränderten Resorption und 
Verteilung schließen muß, daß das Neurotoxin in der Lecithid- 
lösung als Lecithinverbindung enthalten ist. 

Dazu kommt noch, daß die Ausbeute an Neurotoxin in der 
Lecithidlösung eine sehr minimale ist. Das wird auch von 
Morgenroth und Carpi zugegeben, die Ursache aber auf die 
ungünstigen Bedingungen der Methode zurückgeführt. Mir scheint 
es aber ein notwendiges Postulat zu sein, erst mit einem besseren 
Verfahren einen wesentlichen Übergang des Neurotoxins in die Leci- 
thin-Chloroformlösung nachzuweisen, bevor man auf eine wirk- 
liche Neurotoxin-Lecithinverbindung schließen darf. Bisher dürfte 
es keine Schwierigkeiten bereiten, die von Morgenroth und 
Carpi beobachteten neurotoxischen Wirkungen der Lecithid- 
lösung durch Verunreinigungen zu erklären, welche im wesent- 
lichen wohl durch den Wassergehalt der Extraktionsmittel be- 
dingt sind. In diesem Sinne ist es auch verständlich, daß 
Morgenroth und Carpi mit der Alkoholmethode eine bessere 
Ausbeute an Neurotoxin im Lecithid erzielten als mit der Chloro- 
formmethode. 


Über die sensibilisierende Wirkung fluoreseierender 
Stoffe auf Hefe und Hefepreßsaft. 


Nach Versuchen von M. Kurzmann und Fr. Locher, mitgeteilt von 
H. v. Tappeiner. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universität München.) 


(Eingegangen am 2. Dezember 1907.) 


Die Untersuchung!) wurde von zwei Gesichtspunkten aus 
unternommen. 

L Die in neuerer Zeit wieder in den Vordergrund getretene 
Auffassung, daß die chemischen Vorgänge in der Zelle wenigstens 
zum Teil eine Funktion fermentartigwirkender Stoffe sei, gab die 
Veranlassung, die Untersuchung über die Lichtwirkung der fluo- 
rescierenden Stoffe (photedynamische Erscheinung) auch auf En- 
zyme auszudehnen?). Die bisher vorgenommenen Untersuchungen 
befaßten sich mut den leichter zugänglichen extracellulären Enzymen 
(Invertase, Maltase, Trypsin, Chymosin). Als erstesintracellu- 
läres Enzym wurde die „Zymase‘“ gewählt. Ihre Untersuchung 
erschien von um so größeren Werte, als sie nicht bloß für die Hefe- 
zelle von Bedeutung ist, sondern nach den Beobachtungen von 
Stoklasa u. a. in pflanzlichen und tierischen Zellen allgemein 
verbreitet sein soll und bei der anäroben Atmung eine wichtige 
Rolle zu spielen scheint. Außerdem ist die chemische Wirkungs- 
weise der Zymase eine eigenartige, verschieden von jener der bisher 
untersuchten Enzyme, welche durchgehends einfache hydro- 
lytische waren. 


2) Zum Teil bereits veröffentlicht in Fr. Locher, Über die Wirkung 
einiger photodynamischer Substanzen auf Hefe, Aceton-Dauerhefe und 
Hefepreßsaft. Inaug.-Diss. 1906. 

2) H. v. Tappeiner, Über die Wirkung fluorescierender Substanzen 
auf Fermente und Toxine. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 1903, 3035. 
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2. Die Versuche über die sensibilisierende Wirkung von 
fluorescierenden Stoffen auf Paramaecien einerseits, auf Spalt- 
und Fadenpilze andererseits, führten zu dem bemerkenswerten 
Ergebnisse, daß mehrere der untersuchten Stoffe, welche auf 
Paramaecien im zerstreuten, durch Glas filtrierten Tageslichte 
sehr intensiv wirkten, wie z. B. dichloranthracendisulfonsaures 
Natron und salzsaures Akridin, auf Spalt- und Fadenpilze keine 
oder nur eine sehr schwache Wirkung hatten!). 

Dieses selektive Verhalten der Spalt- und Schimmel- 
pilze gegenüber einigen sonst sehr wirksamen fluore- 
scierenden Substanzen ist erklärlich unter der An- 
nahme, daß die Wirkung erst im Innern der Zelle ein- 
setzt und die derbe Außenmembran dieser Organismen 
den Zutritt dieser Sensibilisatoren hemmt, so daß eine 
zur Wirkung unter den eingehaltenen Lichtverhältnissen aus- 
reichende Menge nicht eindringen konnte. Ein gutes Objekt 
zur Prüfung dieser Annahme versprach die Hefe zu 
sein, da bei ihr das spezifische Enzym auch isoliert als Hefe- 
preßsaft oder in der abgetöteten Hefe noch eingeschlossen, als 
sogenannte Dauerhefe (Zymin) in Untersuchung gezogen werden 
konnte. 

Die zur Untersuchung benützten fluorescierenden 
Stoffe waren Fluorescein, Tetrabromfluorescein (Eosin), Tetra- 
jodfluorescein (Erythrosin), Tetrachlortetrajodfluorescein (Rose 
bengale), Dichloranthracendisulfonsäure — Acridin, Pheno- 
safranin, Methylenblau. Die ersteren in Form ihrer Natronsalze, 
die letzteren als Chloride. 


I. Die Versuche an Hefe. 


Die Anordnung jeder Versuchsreihe war folgende: 

10 g gewaschene, durch Trocknen bei 40° glykogenarm ge- 
machte Bierhefe wurde mit 900 ccm Wasser kräftig durch- 
geschüttelt, so daß eine nur mäßig trübe, dem Lichte noch zu- 
gängliche Emulsion resultierte. Von dieser Emulsion wurden vicr 


1) A. Jodlbauer und H. у. Tappeiner, Die Wirkung der fluore- 
scierender Stoffe auf Spalt- und Fadenpilze. Arch. f. klin. Med. 84, 1905 
u. Gesammelte Untersuchungen über die photodynamische Erscheinung. 
Leipzig 1907, 104. 
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Portionen zu je 90 ccm abgemessen und die drei ersten mit je 
10 ccm einer Farbstofflösung bestimmter molarer Konzentration, 
die letzte mit ebensoviel Wasser als Kontrolle versetzt. Aus ihnen 
erfolgte sodann die Fällung von vier Paaren gleich großen Reagens- 
cylindern. Ihr Rauminhalt war 40 ccm, so daß nach der Füllung 
mit je 25 ccm Mischung noch hinreichender Luftraum blieb. 
Von jedem Paar diente das eine Rohr zur Ermittlung der Licht- 
wirkung, das andere zur Kontrollierung des Verhaltens im Dunkeln, 
zu welchem Zwecke es mit einer Hülle von Staniol oder schwarzem 
Papier umgeben war. Nach der Füllung wurden die Cylinder 
gut verkorkt und mit Paraffin abgedichtet. 

Konzentration der fluorescierenden Stoffe. Da die 
Mehrzahl dieser Stoffe für die Hefe sich erheblich giftig zeigten, 
wurden die Zusätze so gewählt, daß nach der Mischung eine Lösung 
von !/oooo? molar vorhanden war, in der diese Dunkelwirkung nur 
wenig mehr sich geltend machte. Diese Konzentration ist noch 
nicht weit vom Wirkungsoptimum entfernt, das für die Fluorescein- 
derivate und für Methylenblau nach früheren an Invertase und 
Jodkalium gemachten Bestimmungen zwischen 1/200 und 1/10000 
molar gelegen ist. Für die sehr wenig giftige Dichloranthracen- 
disulfosäure wurde Lego molar genommen, weil deren sensibili- 
sierende Wirkung in höheren Konzentrationen am größten ist!). 

Die Belichtung erfolgte auf einer Drehscheibe, auf der 
die Röhren tangential in der Weise befestigt waren, daß das 
Licht allseitig frei zutreten konnte?). Die Scheibe wurde in 
nahezu senkrechter Stellung an einem offenen Fenster dem zer- 
streuten Tageslichte ausgesetzt, und dabei durch einen 
Motor zwanzigmal in der Minute gedreht, wodurch der Röhren- 
inhalt ebensooft eine Umschüttelung erfuhr. 

Gärung. Nach der Exposition wurde der Inhalt mit Hilfe 
gleichgroßer, gemessener Mengen von Traubenzuckerlösung be- 
stimmter Konzentration in Meißlsche Gärkölbchen?) gespült, 
diese in einen Thermostaten gebracht und von Zeit zu Zeit die 
CO,-Produktion durch Bestimmung ihres Gewichtsverlustes er- 


1) H.v.Tappeinerund A. Jodlbauer, Gesammelte Untersuchungen 
10, 146. 

2) Die Anordnung entspricht der auf S. 158 der Gesammelten Unter- 
suchungen gegebenen Abbildung 1b. 

3) Е. Buchner, Н. Buchner und М. Hahn, Die Zymasegärung 1903. 


Biochemische Zeitschrift Band VIII. 4 


50 H. v. Tappeiner: 


mittelt. Traubenzucker war gewählt, um von der Veränderung 
der Invertase unabhängig zu sein. 


1. Versuch. 
Dichlorantliracendisulfonsäure 1/jooo molar. Methylenblau und 
Phenosafranin 1/0000 molar. 


Belichtungsdauer ca. 40 Stunden (4 Tage). Zur Gärung wurden an- 


gesetzt je 25 ccm mit 25 ccm 10 ргоғепіірег Zuckerlösung. Temperatur 
17—19°. 


Kohlensäure in Milligramm. 


Wasser Methylen-|Anthracen-; Pheno- 
In Stunden blau disulfonat | safranin | Bemerkungen 
hell |dunkel! hell [dunke] hell donkel: hell [dunkel 


24 99| 126 | 0 | 108 108| 141 30 | 128 


94 |182| 185 | 0 | 164 |186] 238 | 85 | 170 
24 144 128 0 132 164 181 85 127 Methylenblau wurde 
24 |119| 111] 0 | 116 1451 150. | 78 4 101 2908706. im Dunkeln 


viel rascher und voll- 





ständiger als in den 


со, 1п 965%. 544 550 0 520 603 710 278 526 | belichteten Proben. 
2. Versuch. 


Eosin, Erythrosin, Rose bengale 1/10000 molar. 

Die Belichtungsdauer betrug 50 Stunden, bei klarem Wetter. Die 
Überführung in die Meißlschen Kölbchen geschah mit je 25 ccm 5pro- 
zentiger Traubenzuckerlösung. Die Gärung erfolgte bei der Temperatur 
von 18—20°. 


Entwickelte Kohlensäure in Milligramm. 































45 | 28 
4 | 111 11109) 0 | 64 
12 | 90! we | 122 83 
13 16 56 | | 95 
12 | 38| 17 | 72 
12 | 16; 8 | 

| 


Gesamtmenge der in90St.| 376 | 383 
entwickelten CO, 


3. Versuch. 


Fluorescein, Rose bengale, Methylenblau !/,oo0o0o molar. 

Belichtungsdauer 48 Stunden (4 Tage) bei größtenteils schr trübem 
Wetter. Zur Überführung in die Gärkölbehen wurde je 1,5 cem 20 prozentiger 
Zuckerlösung verwendet. Die Gärtemperatur war 30°. 
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Entwickelte Kohlensäure in Milligramm. 











In Stunden 





(resamtmenge der 


СО, in 52 St. 681 | 102 


4. Versuch. 
Eosin und Dichloranthracendisulfonsäure Laag molar. 
Dauer der Belichtung 4 Tage, in Summa 48 Stunden, bei meist trii bom 


Wetter. Überspülung in die Gärkölbchen mit 15 cem 20 prozentiger Zucker- 
lösung. Temperatur 30°. 


Entwickelte Kohlensäure in Milligramm. 
































а | Wasser Eosin Anthracendisulfonat 
In Stunden 

hell |dunkel| hell |äunkel| heil | dunkel 

3ч, | 54 | 69 | 13 | e | 49 | 10 

5 | 110 143 30 105 101 125 

12 470 161 | 359 | 363 ! 337 

6 | 137 67 118 113 | 104 

ил | 1 735 | 113 | 12 | 9 

Gesamtmenge | | | | | 
der CO, іп 31!',Sta. 772 | 827 | 346 | 757 | 738 736 
ő. Versuch. 


Acridin Liege bis 1/,ооооо molar. 
Dauer der Belichtung 5 Tage = 50 Stunden bei wechselnder Вс- 
wölkung. Zur Überfüllung in die Meißlkölbehen wurden је 25 cem 10ргс- 
zentiger Zuckerlösung verwendet. Die Temperatur war 15° C. 


Entwickelte Kohlensäure in Milligramm. 

















"wee | — — 
In Stunden | 1/1000 | U одоо 

u. К hell dunkel] hell donkel hell !dunkel| hell |dunkel 
—— — а же —* EE yes Бобби асл TE a Eege ЧАСНИ ЧЕНА АВ ЧААК a ы Te RE DE EE —— БОЛТ — 

19 0 18, 54 

24 48 | 100 

24 d 112 

24 | 122 

Gesamtmenge | | 


ЖИ | 
410 au |22 ' 378 |197 388 


дег СО, in 91 Std. | 318 | 4: 


МӘ 
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Das Ergebnis dieser Versuche ist folgendes: 


1. Eine Wirkung der zugesetzten fluorescierenden 
Substanzen im Dunkeln (Giftigkeit) in Konzentration 
1/ 0000 molar machte sich nur bei Rose bengale, Methylen- 
blau und Acridin einigermaßen bemerkbar. Die ent- 
wickelten Kohlensäuremengen blieben etwas gegen die Kontrollen 
zurück. Bei Eosin und Dichloranthracendisulfonat zeigte 
sich dies erst in Konzentration !/, ууу molar. 

2. Licht allein (zerstreutes Tageslicht durch Glas) wirkte 
nur unerheblich schädigend. Die von den belichteten Proben 
gelieferten Kohlensäuremengen waren zwar in der ersten Zeit 
kleiner als jene der unbelichtet gebliebenen Kontrollen, mit dem 
Fortschreiten der Gärung verschwand indes diese Differenz mehr 
und mehr, so daß die Summe der in der ganzen Beobachtungszeit 
von den belichteten Proben produzierten Kohlensäure nicht mehr 
wesentlich hinter jener der Kontrollproben zurückblieb. 

3. Das Verhalten der zugesetzten fluorescierenden 
Stoffe im Lichte war ein verschiedenes: 

a) Tetrachlortetrajodfluorescein (Rose bengale), 
Acridin und Methylenblau wirkten am stärksten. Die 
Kohlensäureentwicklung war gering oder ganz unterdrückt. 
Hieraus kann geschlossen werden, daß nicht bloß die in den 
Zellen eingeschlossene Zymase unwirksam gemacht, 
sondern häufig auch die Hefezellen bis zur vollständigen 
Tötung geschädigt wurden. 

Überimpfungen іп sterile Bierwürze aus diesen dem Lichte 
ausgesetzten Röhren bestätigten dieses Ergebnis. Es trat kein 
Wachstum ein. 

b) Tetrajodfluorescein (Erythrosin), Tetrabrımfluo- 
rescein (Eosin) und Phenosafranin nehmen eine mittlere 
Stellung ein. Die entwickelte Kohlensäuremenge war nur anfangs 
gering oder gleich Null, nahm aber später immer mehr zu. Es ist 
anzunehmen, daß hierbei hauptsächlich die Zymase ge- 
schädigt wurde, die Hefezellen selbst nur wenig, so daß 
infolge Erholung und Neubildung die Gärung bald lebhaft in 
Gang kommen konnte. Am stärksten hatte Erythrosin gewirkt. 
Ез bildet den Übergang zur Gruppe a. 

c) Fluorescein und dichloranthracendisulfonsaures 
Natron waren ohne merkliche Wirkung. Die CO,-Pro- 
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duktion war nicht wesentlich verschieden von der CO,-Produktion 
der Dunkelproben, sowohl in den ersten, wie in den späteren 
Stunden. 

Die Lichtwirkung der fluoreszierenden Stoffe auf 
Hefe ist sehr ähnlich mit jener, welche bei den Spalt- und 
Fadenpilzen erhalten wurde. Hervorzuheben wäre allenfalls, 
daß Acridin auf Hefe viel stärker gewirkt hatte als auf Fadenpilze. 

Im Vergleiche zu Paramaecien ist die Unwirksam- 
keit des Fluoresceins und ganz besonders des Dichlor- 
anthracendisulfonats sehr auffallend. Die erstgenannte 
Substanz wirkt auch bei Paramaecien nur schwach, die Dichlor- 
anthracendisulfonsäure aber gehört zu jenen Substanzen, welche 
auf Paramaecien am stärksten wirken. Zur Erklärung dieses 
elektiven Verhaltens der Spalt- und Fadenpilze wurde seinerzeit 
die Ansicht aufgestellt, daß die derbe Membran, welche das 
Protoplasma dieser Organismen umgibt, den Eintritt dieser 
Substanz in das Zellinnere erschwert und dadurch das Auftreten 
einer Wirkung wenigstens bei der angewandten Lichtquelle (zer- 
streutes, durch Glas filtriertes Tageslicht) verhindert. Die Frage, 
ob diese Erklärung auch für die Hefezellen, welche ebenfalls 
durch eine derbe Membran nach außen abgeschlossen sind, zu- 
treffend ist, ist glücklicherweise einer experimentellen Unter- 
suchung zugänglich, indem das Verhalten ihres spezifischen 
Fermentes, der ‚„Zymase‘‘, sowohl isoliert, wie noch in der ab- 
getöteten Zelle eingeschlossen, als Dauerhefe geprüft werden kann. 


П. Versuche mit Hefepreßsalt und Dauerhefe. 


Der die Zymase enthaltende Hefepreßsaft wurde nach dem 
Verfahren von E. Buchner!) durch inniges Verreiben von 
Münchener untergäriger Bierhefe mit Kieselgur und Quarz im 
hygienischen Institut hergestellt und von Herrn Prof. M. Hahn 
uns freundlichst zur Verfügung gestellt. Er bildete eine trübe, 
auch in dünner Schicht sehr wenig durchsichtige Flüssigkeit, 
welche sich durch Zentrifugieren nicht wesentlich aufklären ließ. 
Bei seiner mikroskopischen Untersuchung fanden sich nur ganz 
vereinzelt einige intakte Hefezellen. Beim längeren Stehen 
geriet er in eine nicht unbeträchtliche Selbstgärung, was indes 


1) E. und H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegärung 1903, 581. 
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seine Verwendung nicht hinderte, da die Versuche vergleichend 
angestellt wurden, der Fehler sich also in allen Proben wiederholte. 

Zur Belichtung, neben entsprechenden Dunkelkontrollver- 
suchen, wurden angesetzt је 19 ccm Preßsaft + 2 Tropfen Toluol 
+ 1 eem Lien molarer Farbstofflösung resp. ebensoviel Wasser 
in den Nullversuchen. Nach der Exposition wurden die Mischungen 
durch Nachspülen mit 20 ccm 4Oprozentiger Traubenzucker- 
lösung in Meißlsche Gärkölbcehen und die in dem auf 23—24° 
geheizten Thermostaten entwickelte Kohlensäuremenge von Zeit 
zu Zeit durch Wägen der Kölbchen bestimmt. 

Die Acetondauerhefe (Zymin) wurde von der Firma Schroder- 
München (Landwehrstraße 45) bezogen und je 2,0 g + 15 ccm 
Wasser + 0,2 ccm Toluol angesetzt unter Zumischung von so 
viel Farbstoff, daß eine molare Konzentration von 1/2% erreicht 
war. Zur Überspülung in die Meißlschen Kölbchen wurden jedes- 
mal gleiche, gemessene Mengen von Wasser (5 ccm) verwendet. 

Es bestand ursprünglich die Absicht, die Belichtung des 
Preßsaftes und der Dauerhefe in derselben Weise vorzunehmen 
wie die der Hefe, nämlich mit zerstreutem Tageslicht auf der 
Drehscheibe. Vorversuche ergaben aber alsbald, daß die Wirkung 
dieses schwachen Lichtes auf diese sehr trüben Mischungen erst 
nach sehr langer Zeit merkbar wurde, deren Anwendung bei der 
bekannten leichten Zersetzlichkeit dieser Hefepräparate aus- 
geschlossen war. 

Es mußte daher zur Belichtung mit intensiverem 
Licht (Sonne) gegriffen werden, wobei Erlenmeyerkolben 
gleicher Bodenfläche zur Verwendung kamen, in denen der Preß- 
saft und die Zyminemulsion in ca. 2 mm dicker Schicht sich 
befand. Die Kolben wurden im Freien an einem kalten Winter- 
tage in der Sonne aufgehängt, die Dunkelkontrollproben in gleicher 
Weise daneben, von einem schwarzen Tuche überdeckt. Während 
der Nacht kamen alle Kolben in den Eisschrank. 


1. Versuch. 


Hefepreßsaft mit Dichloranthracendisulfonsäure, Eosin und 
Phenosafranin 1/299 molar. 


Die Belichtung währte am 1. Tage von 12—5 Uhr, am 2. Tage von 
91/,—5 Uhr. Die Temperatur im Innern der Flüssigkeiten war am Beginn 
des 1. Tages + 9°, am Schluß + 3°; am 2. Tage + 4° bis + 2,5°. Gesamte 
Belichtungsdauer 131/, Stunden an kalten Wintertagen. 
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2. Versuch. 


Hefepreßsaft mit Dichloranthracendisulfonsäure, Fluorescein, 
Rose bengale, Methylenblau Laag molar. 


Die Belichtung am 1. Tage (nur teilweise Sonne) dauerte von 9 h 30 
bis 5 h bei Innentemperatur von 8—9°, am 2. Tage von 8 h 30—11 h 30 
bei Innentemperatur von 8—10°. Da ein weiteres Steigen der Temperatur 
vermieden werden sollte, wurde der Versuch abgebrochen. Gesamte Be- 
lichtungsdauer 101/, Stunden. 


Kohlensäureproduktion in Milligramm. 
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3. Versuch. 


Acetondauerhefe mit Dichloranthracendisulfonsäure und Eosin 
1/2000 molar. 
Belichtungsdauer 121/, Stunden, darunter 9 Stunden Sonne. Mitt- 
lere Innentemperatur 6,69 С. 


Kohlensäureproduktion in Milligramm. 
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Ergebnisse. 


l. Licht allein (Sonne durch 0,5 mm dickes Glas) zeigte 
keine erhebliche Wirkung. 

2. Zusatz von Tetrachlortetrajodfluorescein hob das 
Gärungsver mögen vollständig auf; Zusatz von Eosin, Phe- 
nosafranin und Dichloranthracendisulfonsäure vermin- 
derte es um 80—90%. Fluorescein hatte ebenfalls gewirkt, 
wenn auch schwächer; Methylenblau sehr wenig. Die Ursache 
hierfür liegt darin, daß dieser Farbstoff fast sofort nach der 
Mischung mit dem Preßsaft zur Leukoverbindung reduziert, 
mithin unwirksam gemacht wurde!). Веі der Belichtung trat 
dann zwar in den oberflächlichsten Schichten wieder Oxydation 
zu wirksamer Substanz ein, wie man aus dem Auftreten einer 
grünlich-blauen Färbung schließen konnte, aber dieselbe war 
inkonstant und vorübergehend und daher ohne durchschlagenden 
Effekt. 

3. Beim Vergleiche der Wirkung des Eosins und der Dichlor- 
anthracendisulfonsäure auf Preßsaft und Dauerhefe fällt auf, 
daß das Anthracenderivat auf ersteres Objekt ungefähr gleich 
stark gewirkt hat wie Eosin, auf letzteres aber merkbar schwächer 





1) E. und H. Buchner und Hahn, Zymasegärung 344. 
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(Schädigung 53 : 67). Es dürfte dies dadurch verursacht sein, 
daß der Durchtritt der Dichloranthracendisulfonsäure zur Zymase 
auch durch die abgetötete Zellwand noch eine größere Hemmung 
erfuhr als beim Eosin, und ferner die relativ zum Preßsaft trüberen 
Dauerhefesuspensionen mehr von den das Anthracenderivat er- 
regenden blauen und violetten Strahlen reflektierten als von den 
grünen des Eosins. 

Zu diesen Ergebnissen sei bemerkt, daß die Versuche vor 
dem Bekanntwerden der Arbeiten von Harden und Joung und 
ihrer Bestätigung durch Buchner und Antoni ausgeführt 
worden sind. Infolgedessen ist auch die Frage, ob die Wirkung 
sich auf das eigentliche Enzym (Lactazidase und Zymase im 
engeren Sinne) oder auf das Koenzym (die Phosphorsäureverbin- 
dungen) erstreckt habe, nicht behandelt worden. Sie hätte sich 
durch Zusatz von nicht belichtetem Koenzym zum belichteten 
und zur Gärung angesetzten Preßsaft wohl entscheiden lassen. 
Bei der, soweit bekannt, großen Resistenz des ‚„Koenzyms“ ist 
eine erheblichere Lichtempfindlichkeit desselben von vornherein 
wohl nicht zu erwarten. 


Ш. Vergleichende Versuche mit Hefe und Dauerhefe in ultraviolett- 
freiem Bogenlicht. 


Die mit Fluorescein und Dichloranthracendisulfonsäure an 
Hefepreßsaft resp. Dauerhefe ausgeführten Versuche (Abschnitt II) 
ergaben gegenüber den Versuchen an lebender Hefe (Abschnitt I) 
eine bedeutende Schädigung des Gärungsvermögens, insbesondere 
bei letzterer Substanz. Zu einem genaueren Vergleiche sind die 
beiden Versuchsreihen indes nicht geeignet, weil die Belichtung 
und die Konzentration der Zusatzstoffe verschieden waren. Es 
wurden daher die Versuche mit Dichloranthracendisulfonsäure 
unter gleichen Verhältnissen an lebender Hefe und Acetondauer- 
hefe wiederholt und Eosin zum Vergleiche hinzugenommen. 

Als Lichtquelle diente eine Reflektorlampe von 30 Ampere, 
120 Volt, deren Lichtintensität im sichtbaren Teile nach früherer 
Bestimmung Sonnenlicht ungefähr gleich kam. Das horizontal 
austretende Licht passierte ein von Wasser ständig durchströmtes 
Kühlgefäß mit planparallelen Glaswvänden von 5 mm Dicke 
und fiel dann auf die senkrecht gestellte bereits beschriebene 
Drehscheibe, auf welcher die mit den Mischungen gefüllten Röhren 
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in radiärer Stellung befestigt waren. Wegen des senkrechten Ein- 
falles der Lichtstrahlen und der durch die Drehung der Scheibe 
bewirkten allseitigen Einwirkung des Lichtes auf den Röhren- 
inhalt, sowie wegen der etwas besseren Durchsichtigkeit infolge 
des größeren Wasserzusatzes war die Lichtwirkung in dieser An- 
ordnung eine viel intensivere als in den Versuchen des Ab- 
schnittes 2 mit Sonnenlicht und Erlenmeyerkolben. Es genügten 
daher Belichtungszeiten von 1!/,—3 Stunden. Nach der Belichtung 
und Überführung in die Meißlkölbehen wurde 4,0 Dextrose zu- 
gesetzt. Die Temperatur war während der Belichtung 10°, wäh- 
rend der Gärung 23°. 


1. Versuch. 
Hefe. 

Jede Röhre war mit 25 ccm 2 prozentiger Hefeaufschwemmung (unter- 
gärige, gereinigte Münchener Preßhefe) beschi:kt. Die Farbstoffzusätze 
erfolgten 12 Stunden vor der Exposition, um genügende Zeit für das Ein- 
dringen in die Zelle zu lassen. 


Entwickelte Kohlensäure in Milligramm. 
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2. Versuch. 

Dauerhefe. 
Die Füllung jeder Röhre bestand aus 2,0 Zymin + 20 cem Wasser 
+ 0,2 ccm Toluol + 15 ccm 1/joo-m Farbstofflösung resp. Wasser. Bei dem 
angegebenen, mit dem gleichmäßigen Ablauf der späteren Gärung noch 
verträglichen Zusatze von Wasser erschien das aufgeschüttelte Gemenge 
eben noch so weit durchscheinend, daß eine Lichtwirkung zu erwarten war. 
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Entwickelte Kohlensäure in Milligramm. 
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1. Das Gärungsvermögen der lebenden Hefe wurde 
durch Dichloranthracendisulfonsäure in ultraviolett- 
freiem Bogenlichte nicht erheblich geschädigt. Die in der 
ersten Zeit entwickelte Kohlensäuremenge ist zwar etwas herab- 
gesetzt (in der kürzere und längere Zeit belichteten Probe 
ziemlich in gleichem Grade), nahm aber dann rasch zu, so daß 
die Gärung in gleicher Zeit und unter annähernd gleicher Gesamt- 
produktion abgelaufen war wie in der Dunkelprobe. Durch 
Eosin hingegen wurde das Gärungsvermögen stark geschä- 
digt. Die Kohlensäureentwicklung war lange Zeit sehr gering, 
namentlich in der länger belichteten Probe, und hob sich erst in 
den späteren Tagen (wohl infolge Vermehrung des Restes noch 
nicht getöteter Zellen), so daß sie auch in dem länger fortgesetzten 
Versuche noch lebhaft im Gange war, als derselbe gleichzeitig 
mit den übrigen abgelaufenen abgebrochen wurde. 

2. Das Gärungsvermögen der Acetondauerhefe wurde 
auch durch Dichloranthracendisulfonsäure stark ge- 
schädigt. Die Schädigung nahm zu mit der Dauer der Be- 
lichtung und war nahezu ebenso groß wie bei Eosin. Die schwache 
Wirkung des Anthracenderivates bei der lebenden Hefe scheint 
demnach in der Tat hauptsächlich durch das geringe Vermögen, 
die lebende unveränderte Zellwand zu passieren, bedingt zu sein. 
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Zusammenfassung. 


Die hauptsächlichsten Ergebnisse der Untersuchung lassen 
sich in folgende Sätze zusammenfassen: 

1. Fluorescierende Stoffe in zerstreutem Tageslicht vermögen 
das Gärungsvermögen der Hefe aufzuheben und bei stärkerer Ein- 
wirkung die Hefe zu töten. Die Hefe verhält sich jedoch den 
einzelnen fluorescierenden Stoffen gegenüber auswählend (selektiv), 
ähnlich wie die Spalt- und Fadenpilze, insbesondere das auf 
Paramaecien in zerstreutem Tageslicht und ultraviolettfreiem 
Bogenlichte sehr stark sensibilisierende dichloranthracendisulfon- 
saure Natron war bei Hefe ohne erhebliche Wirkung. 

2. Bei Acetondauerhefe und noch mehr bei Hefepreßsaft 
(freie Zymase) riefen hingegen alle untersuchten fluorescierenden 
Stoffe, insbesondere auch die Dichloranthracendisulfonsäure eine 
starke Abnahme, teilweise eine vollständige und dauernde Auf- 
hebung des Gärungsvermögens hervor. Das Verhalten dieses 
„intracellulären Enzyms‘ ist also sehr ähnlich jenem der bisher 
untersuchten extracellulären Enzyme. 

3. Das selektive Verhalten der lebenden Hefe dürfte in dem 
Umstande seinen Grund haben, daß einzelne fluorescierende 
Stoffe, z. B. das Dichloranthracendisulfonat, durch die äußere 
Zellwand nur in so geringer Menge zu dringen vermögen, daß eine 
Wirkung wenigstens bei den in diesen Versuchen angewandten 
Lichtquellen nicht bemerkbar war. 


Die Wirkung des Lichtes auf Peroxydase und ihre 
Sensibilisierung durch fluorescierende Stoffe. 


Von 


Kando Jamada und A. Jodibauer. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universität zu München 
[Prof. H. у. Tappeiner].) 


(Eingegangen am 2. Dezember 1907.) 


Zellen und Zellkomplexe, auf welche das Licht allein 
keine augenfällige Wirkung ausübt, werden durch dasselbe bei 
gleichzeitiger Anwesenheit gewisser Stoffe, denen die 
Eigenschaft gemeinsam ist, in wässeriger Lösung zu 
fluorescieren, stark und rasch destruiert (1). Aber nicht nur 
Zellen, auch Enzyme und Toxine (2) sind durch fluorescierende 
Stoffe im Lichte stark beeinflußbar. 

Von den Enzymen ist nach dieser Richtung Invertase, 
Papaiotin, Labferment und Zymase untersucht worden. 

Es ergab sich hierbei, daß bei Gegenwart der fluore- 
scierenden Stoffe alle diese Körper im Lichte mehr 
oder minder rasch ihre spezifischen Wirkungen verlie- 
ren, während bei Lichtabschluß keine Beeinflussung 
nachweisbar ist (3). Diese photodynamische Wirkung 
der fluorescierenden Stoffe tritt aber nur bei Sauer- 
stoffanwesenheit auf. 

Da an den Fermenten die Wirkungen quantitativ genau 
festzustellen sind, wurde mit Hilfe derselben die Frage zu lösen 
versucht, ob zwischen der Wirkung des Lichtes allein 
undderdesSystems: Licht + fluorescierender Substanz 
еі п епрег Zusammenhang besteht. Denn wäre dies der Fall, 
so müßte das Licht allein imstande sein, Fermente zu schädigen 
und außerdem die Schädigung von der Sauerstoffgegenwart 
abhängen. 

Über die Wirkung des Lichtes auf Fermente gehen die 
Ansichten der verschiedenen Forscher auseinander. Während 
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einge (Downes und Blunt (4), Fermi und Pernossi (5)) 
dem Lichte eine schädigende Wirkung zuschreiben, konnten 
andere (Emmerling (6), Weiß (7)) keine solche nachweisen. 
Diesen Widerspruch suchte Schmid - Nilsen (8) dadurch zu 
erklären, daß er an Stelle der bisher benutzten Glasgefäße plan- 
parallele Quarzcuvetten zu seinen Versuchen benutzte, die 
bekanntlich außer den sichtbaren Strahlen auch die ultravioletten 
durchtreten lassen. Sein Versuchsobjekt war Chymosin. Schmid- 
Nilsen fand, daß es eben die ultravioletten Strahlen sind, 
die das Chymosin zerstören können, während die an- 
deren Teile des Spektrums ohne Einfluß sind. Denn 
schaltete er seinen Quarzcuvetten Glas vor, blieb die Lichtwirkung 
aus. Allerdings war nach mehrstündiger Belichtung mit durch" 
Glas filtrierten Strahlen, die zur Koagulation der Milch nötige Zeit 
(normal 3 Minuten) um !/,—!/, Minute verlängert. Doch führt 
er dies auf Versuchsfehler zurück und schließt sich in seinem 
Resümee betreff der sichtbaren Strahlen Em merlings Ansicht an. 

Hierdurch sind die obenerwähnten Widersprüche keineswegs 
gelöst, da ja vorher stets nur Glasgefäße zur Verwendung kamen. 
Über die Wirkung der sichtbaren Strahlen eindeutige Ergebnisse 
zu erhalten, ist für die obige Fragestellung notwendig. Deshalb 
wurden im pharmakologischen Institut nochmals Versuche über 
die Wirkung des Lichtes auf Fermente unternommen. Versuchs- 
objekt war die Invertase. Es konnte hierbei festgestellt 
werden, daßdiesichtbaren (durch Glas durchtretenden) 
Strahlen des Sonnenlichtes für sich allein imstande 
sind, Invertase zu schädigen, aber ausgesprochen nur 
dann, wenn Sauerstoff zugegen ist. Hierdurch erklären 
sich auch die negativen Versuche Emmerlings, der in seinen 
Versuchen, wie er ausdrücklich angibt, vollgefüllte Glasgefäße 
benutzte und somit für nicht genügenden Sauerstoff gesorgt hatte. 

Anders verhalten sich die ultravioletten Strahlen. 
Ihre Wirkung ist unabhängig von der Gegenwart von 
Sauerstoff (9). 

Da es somit feststand, daß die sichtbaren Strahlen Fermente 
schädigen können, und die Schädigung durch dieselben gerade 
so wie die Schädigung durch die fluorescierenden Stoffe von der 
Sauerstoffanwesenheit abhängt (10), kann die Wirkung der 
fluorescierenden Stoffe als eine Erhöhung der Licht- 
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empfindlichkeit der Fermente gegenüber Licht — 
Sensibilisier&ung — aufgefaßt werden. Diese Erhöhung 
ist allerdings sehr bedeutend; sie beträgt bei Invertase das 400fache 
der einfachen Lichtwirkung. 

Die an Invertase festgestellten Befunde decken sich fast voll- 
ständig mit den Ergebnissen der Bieschen Versuche über die 
Wirkungen des Lichtes auf Bakterien (11): Enthält das Licht 
die äußersten ultravioletten Strahlen, die Glas nicht passieren 
können, so ist die bactericide Wirkung nur in geringem Grade 
vom Vorhandensein des Sauerstoffs abhängig. Je mehr diese 
ultravioletten Strahlen ausgeschaltet werden, desto mehr tritt 
die Notwendigkeit der Sauerstoffanwesenheit hervor. 

Bestätigt wurden diese Angaben von Thiele und Wolf (12). 
Nach ihren Versuchen sind die langwelligen Strahlen bei Sauer- 
stoffabwesenheit auf Bakterien vollkommen wirkungslos. 

Diese Analogie der Wirkung auf Zellen mit derjenigen auf 
Fermente legen den Gedanken nahe, daß zwischen der Zellwirkung 
und der Fermentwirkung ein engerer Zusammenhang besteht, 
und eventuell erstere von letzterer in Abhängigkeit steht. 

Es war daher wünschenswert zu prüfen, ob diese nur für 
Invertase festgestellten Tatsachen auch für andere Fermente 
gelten. Auf den Rat von Tappeiners hin wurden hierzu die 
im Tier- und Pflanzenreiche weitverbreiteten intracellulären 
oxydativen Fermente gewählt. 

Die ersten Kenntnisse von fermentartigen intracellulären 
Agentien, die molekularen Sauerstoff auf oxydable Substanzen 
übertragen, verdanken wir Schönbein (13). Ihm gelang es 
festzustellen, daß es fermentartige Verbindungen im Tier- und 
Pflanzenreiche gibt, welche Hydroperoxyd, sowie andere bei 
der freiwilligen Oxydation organischer Stoffe (Äther, Terpentin- 
öl) entstehende Peroxyde gerade so wie Platinmohr aktivieren!). 
Diese peroxydaktivierenden Stoffe hielt er für identisch mit denen, 
die Hydroperoxyd katalytisch zerlegen. Erst Löw (15) schrieb 
letztere Fähigkeit einem besonderen Fermente, der Katalase, zu. 

Bald erkannte man, daß in den Zellen verschiedenartige 
Oxydationsfermente — Oxydasen — vorhanden sein müssen, 


1) Ihre Verbreitung ist nach den neueren Untersuchungen sehr all- 
gemein. Vermißt hat sie Kobert (14) in der Parenchymflüssigkeit der 
Ameisenpuppen und im Cephalopodenblut. 
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und so versuchte Bourquelot (16), sowie Grueß (17) eine 
Klassifikation derselben. Ihre Einteilungen sind aber mit den 
neueren besonders von Bach und Chodat (18) festgestellten 
Tatsachen nicht mehr vereinbar. Nach diesen beiden Forschern 
sind in den Zellen Stoffe vorhanden, die sich mit dem molekularen 
Sauerstoff zu Peroxyd vereinigen können, und so die Zelle in den 
Stand setzen, jederzeit unabhängig von Licht und Wärme aktiven 
Sauerstoff zur Verfügung zu haben. Diese eiweißartigen Stoffe 
bezeichnen sie als Oxygenasen. Um aber die Peroxyde rasch 
aktivieren zu können, produziert die Zelle ein weiteres Ferment, 
die Peroxydasel). Die Aktivierung durch die Peroxydase 
verhält sich ähnlich wie die des Hydroperoxyds durch Ferrosalze. 
Nimmt aber unter bestimmten Verhältnissen die Peroxydbildung 
über die Bedürfnisse der Zelle zu, so tritt ein anderes Ferment in 
Tätigkeit, das Hydroperoxyd unter Sauerstoffentwicklung kata- 
lytisch zerlegt: die Katalase. 

Diese Hypothese von Bach und Choda wird allerdings von 
verschiedenen Forschern (Löw, Pfeffer) nicht anerkannt. 

Auch die Fermentnatur der Peroxydase kann in Zweifel 
gezogen werden, doch sprechen mehr Tatsachen für als gegen 
dieselbe. 

Die Peroxydase ist aber nicht als ein in seiner Wirkung ein- 
heitlicher Körper aufzufassen. 

Schon Aso (20) beobachtete das Vorkommen verschiedener, 
spezifisch wirkenden Peroxydasen. A. Bach (21) gelang es 
dann, aus der Tyrosinase eine Peroxydase zu erhalten, welche 
Hydroperoxyd bei der Oxydation des Tyrosin aktiviert, während 
die gewöhnliche Peroxydase es nicht tut. Die Versuche Palla- 
dins (22) zwingen ebenfalls zur Annahme spezifischer Peroxydasen. 

Von diesen hier kurz skizzierten Fermenten wurde zu den 
folgenden Versuchen die Perox ydase gewählt, die im Meerrettich 
enthalten ist, weil sie nach den Angaben von Bach und Cho- 
dat (23) leicht frei von Peroxyd darzustellen ist. Digeriert man 
Meerrettichwurzel mehrere Tage mit 80 prozentigem Alkohol und 
extrahiert sie dann mit 40 prozentigem Alkohol und engt diese 
Extrakte im Vakuum bei 30° stark ein, so fällt durch absoluten 


1) Nach Sieber (19) sind die Peroxydasen tierischen und pflanzlichen 
Ursprungs auch starke Zerstörer von Toxinen. 
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Alkohol die Peroxydase ausgi), Sie übt nur bei Anwesenheit von 
Peroxyd eine oxydierende Wirkung aus. 

Zur Feststellung der Wirkungsstärke und deren eventuellen 
Veränderung kann eine Reihe von Reaktionen dienen; wir wählten 
zu unseren Versuchen zwei von Bach und Chodat genau studierte 
aus, nämlich die Abspaltung von Jod aus angesäuerter 
Jodkaliumlösung (24) und die Oxydation von Pyrogallol 
zu Purpurogallin (25) nach Hydroperoxydzusatz, 

Was die durch die Peroxydase bewirkte Beschleunigung der 
Jodausscheidung aus der Jodwasserstoffsäure betrifft, so sind 
einige dieser Reaktion eigentümlichen Merkmale hervorzuheben. 
Die Vergrößerung des Umsatzes wächst nicht nur mit der Konzen- 
tration der Peroxydase, 'sondern auch mit der der Jodwasser- 
stoffsäure. 

Bach meinte als Gesetz aufstellen zu dürfen, daß die Ver- 
größerung nicht unbegrenzt zunimmt, sondern für jede Per- 
oxydase- und jede Jodwasserstoffsäurekonzentration ein gewisses 
Maximum erreicht und dann stehen bleibt. An einem anderen 


1) Unsere auf diese Art dargestellte Peroxydase war frei von Per- 
oxyden, zeigte aber allerdings nur die Hälfte des Aktivierungsvermögens, 
welches Bach und Chodat bei seinem Präparat fand. Die Ermittlung 
desselben geschieht nach Bach und Chodat in folgender Weise: 

„Von dem im Exsiccator aufbewahrten Präparat werden 0,3 g ge- 
nau abgewogen und in 30 ccm Wasser gelöst. 5 ccm dieser Lösung werden 
mit überschüssigem Hydroperoxyd (30 ccm 1 prozentiger Hydroperoxyd- 
lösung) und 1,5 g Pyrogallol zusammengebracht. Das entstandene Purpuro- 
gallin wird nach 12 Stunden auf ein tarirtes Filter gebracht, mit 200 ccm 
Wasser gewaschen und bei 110° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und 
gewogen, Andererseits läßt man 10 ccm 1 prozentiger Hydroperoxydlösung 
mit überschüssiger Peroxydase (25 ccm der obigen Lösung) auf 1,5 Pyrogallol 
einwirken — das Volumen der Reaktionsflüssigkeit beträgt in beiden Fällen 
50 сет — und verfährt weiter wie oben. 

Ist o die mit Hydroperoxydüberschuß angewandte Peroxydasemenge 
und m die dabei entstandene Purpurogallinmenge, b die mit Peroxydase- 
überschuß angewandte Hydroperoxydmenge und n die dabei entstandene 


Purpurogallinmenge, so ist m die Hydroperoxydmenge, welche mit 
a Peroxydase in Reaktion trat und SH das Aktivierungsvermögen des 
untersuchten Peroxydasepräparate.“ 

Unser Präparat ergab nach diesem Verfahren ein Aktivierungs- 


vermögen von 0,48 gegenüber 0,87 des Bachschen Präparate. An den 
Versuchsergebnissen ändert das nichts. 
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Präparate fand er aber, daß eine solche Gesetzmäßigkeit nicht 
besteht. Hierbei nahm die Jodausscheidung nach Erreichung des 
Peroxydasmaximum genau proportional der Konzentration der 
Jodwasserstoffsäure zu. 

Ferner muß betont werden, daß auch bei maximaler Jod- 
wasserstoffsäurekonzentration die Jodabspaltung nicht propor- 
tional der Fermentmenge verläuft, sondern langsamer. 

Das dürfte darin begründet sein, daß die Peroxydase bei der 
Aktivierung des Hydroperoxyds verbraucht wird. Die Ursache 
dieses Verbrauches liegt in der Bildung von freiem Jod, das in 
Verbindung mit Hydroperoxyd die Peroxydase rasch zerstört. 

Aus letzterem Grunde bestimmten wir bei unseren Versuchen 
nicht das Maximum der Fermentwirkung, sondern ließen die 
Peroxydase nur 3 Minuten auf die Jodwasserstoffsäure einwirken 
und begnügten uns mit dem Vergleiche der während dieser kurzen 
Zeit freigewordenen Jodmengen. 

Die verwendeten Lösungen hatten folgende Zusammensetzung: 
2,5 ccm ?/,, n-Jodkaliumlösung wurden mit einer bestimmten 
Menge Wasser verdünnt, dann mit 2,5 ccm ?/,, n-Essigsäure und 
2,5 ccm 2/,, n-Hydroperoxyd versetzt. Die Wassermenge war во 
gewählt, daß die Gesamtflüssigkeitsmenge 50 ccm betrug. Somit 
war die Konzentration des Jodkaliums, der Essigsäure und des 
Hydroperoxyds in allen Versuchen die gleiche (је 1/3 Äquivalent 





H,O 
JK, CH,COOH und 5 ? in 50 ccm). Von der verwendeten Per- 


oxydaselösung enthielt 1 com ca. !:5/1oo00 Äquivalent Peroxydase 
(= 0,005 g unseres Präparates)!). 

Die Lösungen standen in einem Zimmer, dessen Temperatur 
nicht wesentlich schwankte. Die Versuche selbst wurden, um die 
Beschleunigung der Jodabspaltung durch Licht hintanzuhalten, im 
Dunkeln angestellt. Nachdem das Peroxyd 3 Minuten eingewirkt 
hatte, wurde möglichst rasch Stärkekleister zugegeben und mit 
Line n-Natriumthiosulfat titriert. 

Wir lassen nun, um einen Überblick über den Verlauf der 
Reaktion zu geben, eine Versuchsreihe folgen, in der unbelichtete 
Peroxydase zur Reaktion kam. 


1) Unser Präparat aktivierte ca. die Hälfte seines Gewichtteiles 
Hydroperoxyd. 
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Peroxydasemenge | Verbrauchte Thiosulfatlösung in ccm 


— Nullversuch 0,15 

70000 Auquivalent (= 0,05 ccm) 1,35 
0,15 

25 (= 0,1 ” ) 1,90 

5 „(025 „) 3,35 

us „(05 „) 5,60 

(= 10 „ ) 8,05 
3 

10000 ” (= 2,0 n ) 9,40 


Hieraus ist zu ersehen, daß auch bei so kurzer Fermentein- 
wirkung die Jodabspaltung nicht proportional der Fermentmenge 
verläuft. Somit ist aus der Oxydationsgröße nicht ohne weiteres 
die Fermentwirkung (resp. eine eventuelle Schädigung) zu be- 
rechnen. 

Diese Schwierigkeit kann umgangen werden durch die Ver- 
wendung der Pyrogallolreaktion; hierbei ist, wenn Hydro- 
peroxyd im Überschuß vorhanden ist, die Größe des Umsatzes 
direkt proportional der Peroxydasemenge. Die Anordnung der 
Reaktion war folgende: 

10 сот einer 10ргогепііреп Pyrogallollösung wurde mit 
10 ccm lprozentiger Hydroperoxydlösung und 10 ccm einer 
1 prozentigen Peroxydaselösung versetzt. Nach 24stündigem 
Stehen wurde das ausgeschiedene Purpurogallin auf gewogenen 
Filtern gesammelt, mit einer bestimmten Menge kalten Wassers 
(100 ccm) gewaschen, bei 110° bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet und gewogen. 

Nachdem die Reaktionen, die zur Bestimmung der Größe 
der Fermentwirkung in Verwendung kamen, besprochen sind, 
gehen wir auf unsere eigentlichen Versuche über. 


I. Die Wirkung des Lichtes als solches. 
Sonnenversuche. 

Bei den ersten diesbezüglichen Versuchen diente die Sonne 
als Lichtquelle. Es war natürlich notwendig, thermische 
Schädigungen durch Wärmestrahlung und -leitung 
auszuschalten. Zu diesem Zwecke lagen die Belichtungs- 

LA 
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proben unter einer 20 cm hohen Schicht Wassers, dessen Tem- 
peratur durch starken Zu- und Ablauf nicht über 9° C stieg. 
Messungen am berußten Thermometer in gleicher Lage mit den 
Belichtungsgefäßen ergaben als Höchsttemperatur 17° C. Für 
möglichst gleiche Lage sämtlicher Gefäße war Sorge getragen. 
Der folgende Versuch wurde іп diekwandigen Reagensgläsern von 
1,7 cm Durchmesser angestellt, wodurch vor allen nur die sicht- 
baren Strahlen zur Wirkung kommen. 


Versuch L 


Fünf Reagensgläser waren gefüllt mit je 5 ccm der 0,5 prozentigen 
Peroxydaselösung und blieben verschiedene Zeit lang dem Sonnenlicht aus- 
gesetzt. Nach der Bestrahlung wurde je 1 ccm der bereits angegebenen 
Lösung von Jodkalium, Essigsäure und Wasserstoffsuperoxyd zugesetzt 
und nach 3 Minuten die Jodabscheidung mit 1/ioọ n-Thiosulfat bestimmt. 








Belichtungsdauer in Minuten Verbrauchtes Thiosulfat (j o-n) in ccm 








0 | 7.2 
15 | 6,2 
30 | 5,4 
45 | 4,6 
60 | 4,1 
75 | 3,7 


Hieraus ist zu ersehen, daß schon die sichtbaren Strah- 
len die Peroxydase stark beeinflussen, und zwar setzt 
die Schädigung bereits nach kurzer Belichtungsdauer 
ein. | 

In der zweiten Versuchsreihe wurden die sichtbaren sowie 
die ultravioletten Strahlen zur Wirkung gebracht. 


Hierzu dienten flache, cylindrische Kammern (Cuvetten), die schon bei 
früheren Versuchen Verwendung fanden und in den gesammelten Unter- 
suchungen über die photodynamischen Erscheinungen auf S. 196 abgebildet 
sind. Sie bestehen aus je einer Quarz- und einer Crownglasplatte, die durch 
einen 25 mm hohen Glasring zusammengehalten sind. Letzterer ist an 
einer Stelle durchbohrt zur Aufnahme eines aus einem Stück gefertigten 
Doppelrohres, das zur Zu- und Ableitung der zur Füllung benutzten Gase 
diente. Die einzelnen Teile sind durch Kitt so fest verbunden, daß ein 
mit der Quecksilberpumpe hergestelltes Vakuum unverändert bleibt. 

Es waren zwei Cuvetten im Versuche; bei der einen fielen die Licht- 
strahlen durch die Quarzwand, bei der anderen durch die Glaswand ein. 
Letztere war außerdem bedeckt durch eine weitere Spiegelglasplatte, um 
die ultravioletten Strahlen vollständig abzufiltrieren. 
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Versuch II. 


Die beiden Cuvetten waren gefüllt mit je 5 ccm der 0,5 prozentigen 
Peroxydaslösung. Die Belichtungsdauer betrug 25 Minuten in der Sonne. 








Belichtungsart Verbrauchtes Thiosulfat (7 Hl in сеш 
Dunkelversuch | 1,8 
Sonnenlicht durch Glas | 5,6 

N e Quarz | 4,3 


Somit ist, wie ja zu erwarten war, durch das Hinzutreten 
der ultravioletten Strahlen die Schädigung der Per- 
oxydase erhöht worden. 


Versuche mit einer Quecksilberlampe. 

Da bei der Verwendung der Sonne als Lichtquelle die Licht- 
stärken sehr wechseln, kam eine Lichtquelle zur Verwendung, 
die absolut konstantes Licht gibt, nämlich eine Quarz- 
glasquecksilberdampflampe (уоп W. C. Heraeus in Hanau) 
Dieselbe hat bei 175 Volt und 4 Ampere eine mittlere räumliche 
Lichtstärke von 3180 Hefnerkerzen und eine Intensität der 
ultravioletten Strahlen von bisher unbekannter Größe. 

Bei der starken Wärmestrahlung dieser Quecksilberlampe 
war es wiederum nötig, die Wärmewirkung auszuschalten. 
Zu diesem Zwecke kamen die Belichtungsgefäße wiederum unter 
Wasser, dessen Niveau 20 cm über den Belichtungsgefäßen lag. 
Durch mehrfachen Zu- und Ablauf gelang eine derartige voll- 
ständige Kühlung, daß ein berußtes Thermometer, das in ein 
Belichtungsgefäß eingeschlossen wurde, konstant 12° C zeigte. 
Um aber die Lichtverhältnisse für die einzelnen Belichtungs- 
gefäße gleichmäßig zu gestalten, stand die Wasserwanne auf einer 
Drehscheibe, die durch eine Turbine in gleichmäßig ruhigem 
Gange gesetzt war. 

Die Belichtung begann jedesmal erst dann, nachdem die 
Lichtquelle konstant war. 


Versuch ПІ. 


Beide Quarzcuvetten waren gefüllt mit je 5 cem Fermientlösung. 
Eine Cuvette lag mit der Glaswandung, die andere mit der Quarzwandung 
nach oben horizontal den einfallenden Strahlen. Die Belichtung dauerte 
25 Minuten. 
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Beliehtungsart Verbrauchtes Thiosulfat (!/,ш-п) in ccm 
Dunkelversuch | 1,8 
Hg-Licht durch Glas ! 6,7 
nn n Quarz | 2,8 


Daß sich das Verhältnis der Wirkung der sichtbaren Strahlen zu 
der Gesamtstrahlung (ausschließlich der Wärmestrahlen) geändert 
hat, erklärt sich daraus, daß die neue Lichtquelle gegenüber 
der Sonne viel weniger sichtbare und viel mehr ultra- 
violette Strahlen besitzt. 

Nachdem somit einwandsfrei die zerstörende Wirkung des 
Lichtes auf die Peroxyde nachgewiesen war, kam die weitere 
Frage zu lösen, ob ähnlich wie bei Invertase dem Sauerstoff eine 
wesentliche Rolle bei der Lichtwirkung zukommt. 


П. Die Bedeutung der Sauerstoffanwesenheit für die Wirkung 
der Lichtstrahlen. 


Seine Bedeutung für die sichtbaren Strahlen. 


Hierzu wurden die Cuvetten, nachdem sie mit der Ferment- 
lösung beschickt waren, evakuiert und mit elektrolytisch dar- 
gestelltem Wasserstoff resp. Sauerstoff gefüllt, wieder evakuiert 
und wieder gefüllt. Nach dieser stets dreimal wiederholten Pro- 
zedur erfolgte die Abschmelzung der diese Gase zu- resp. ab- 
führenden Glasröhre. Es wurde dann in einigen Versuchen in 
der Sonne in anderen mit der Quecksilberlampe belichtet. 


Versuch IV (Sonnenversuch). 

Es kamen zwei dickwandige, den Reagensgläsern nachgebildete Glas- 
cylinder von 3,4 cm Durchmesser und 19 cm Länge in Verwendung, die 
an ihrem oberen Ende zu einer dünnen Röhre ausgezogen waren. Sie ent- 
hielten је 5 ccm Fermentlösung von bekannter Konzentration. Die Be- 
lichtung währte Di: Stunden in der Sonne. 


Füllung |Verbrauchtes Thiosulfat (lp) in cem 
Wasserstoff Licht 7,7 
à Dunkel 1,8 
Sauerstoff Licht 4,6 


o Dunkel 7,8 
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In anderen Versuchen wurden in derselben Weise die Belichtungs- 
gefäße mit Wasserstoff resp. Sauerstoff gefüllt, das den Wasserstoff ent- 
haltende Gefäß aber schließlich mit einer Quecksilberpumpe nach S pre ngels 
System evakuiert und zugeschmolzen. 


Versuch У (Sonnenversuch). 

Im Versuche waren drei dickwandige cylindrische Glasgefäße, von 
denen zwei mit Sauerstoff gefüllt, eines evakuiert war. Von den beiden 
Sauerstoffproben diente eine zum Dunkelversuch. Nach der Gasfüllung 
resp. Evakuierung wurden die Cylinder zugeschmolzen. Belichtungsdauer 
Dis Stunden in der Sonne. 


Füllung |Verbrauchtes Thiosulfat ('’,.o-n) in сет 








Sauerstoff unbelichtet | 7,8 
Evakuiert belichtet 7,6 
Sauerstoff belichtet | 4,9 


Aus den beiden Versuchen ist zu ersehen, daß ähnlich wie 
bei Invertase eine wesentliche Wirkung der sichtbaren 
Strahlen nur dann eintritt, wenn Sauerstoff zugegen 
ist. Die geringe Abweichung vom Dunkelwerte kann als inner- 
halb der Grenzen der nicht zu umgehenden Versuchsfehler gelegen 
betrachtet werden. Jedenfalls ist die Schädigung bei Sauerstoff- 
ausschluß äußerst gering und es beruht die Wirkung der sicht- 
baren Strahlen in einem Oxydationsprozesse. Belichtungen mit 
der Quecksilberlampe gaben die gleichen Resultate. 


Versuch VI (Hg - Lampe). 

Verwendet wurden die beiden Quarzcuvetten, deren jede mit 5 ccm 
der Fermentlösung gefüllt waren. Die eine war mit О, gefüllt, die andere 
nach dreimaliger Evakuierung und H,-Durchspülung evakuiert zuge- 
schmolzen. Die Belichtung geschah in beiden Fällen durch die Glas- 
wand. Belichtungsdauer 11/, Stunden. 





Füllung Verbrauchtes Thiosulfat (!/,ш-п) in ccm 
Sauerstoff (Dunkelversuch) 7,8 
“  Evakuiert (Lichtversuch) 7,8 
Sauerstoff (Lichtversuch) 5,5 


Bedeutung der Sauerstoffanwesenheit für die ultravioletten 
Strahlen. 


Nachdem die Notwendigkeit der Sauerstoffgegenwart für die 
sichtbaren Strahlen feststand, erhob sich die Frage nach dem 
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Verhalten der ultravioletten Strahlen. Bei diesen Versuchen 
konnte natürlich nur durch Quarz belichtet werden. In jedem 
Versuche war eine Cuvette mit O, gefüllt, die andere nach wieder- 
holter Evakuierung und H,-Füllung evakuiert zugeschmolzen. 
In Verwendung kam als Lichtquelle die Quecksilberlampe. 


Versuch VII 


Jede Cuvette enthielt 5 cem Fermentlösung. Belichtungsdauer 
25 Minuten. 











Füllung | Verbrauchtes Thiosulfat ( och 
Sauerstoff (Dunkelversuch) Ä 7,8 
Sauerstoff (Hg-Licht) 27T 
Evakuiert (Hg-Licht) | 3,5 


Somit verhalten sich die ultravioletten Strahlen 
ganz anders als die sichtbaren. Sie sind auch bei О, - 
Abschlußimstande, die Peroxydase rasch zu zerstören. 
Wenn in der Cuvette mit Sauerstoff die Schädigung eine größere 
ist, so ist der Grund hierfür wohl nur darin zu suchen, daß in der 
evakuierten Cuvette die zur Wirkung der ultravioletten Strahlen 
hinzutretende Wirkung der sichtbaren Strahlen infolge Sauerstoff- 
abwesenheit gleich Null ist, während sich in der O,-Cuvette beide 
Schädigungen summieren. 

Für die Richtigkeit dieser Vermutung spricht das Ergebnis 
eines früheren Versuches (Versuch II). Bei diesem wurde das 
Ferment ebenfalls 25 Minuten ausschließlich mit den sichtbaren 
Strahlen der Quecksilberlampe belichtet. Die hierdurch ein- 
getretene Abnahme der Fermentwirkung entsprach 1,2 ccm 
Lee n-Thiosulfatlösung — ein Wert, der um Geringes höher liegt 
als der zwischen der Schädigung der ultravioletten Strahlen bei 
Sauerstoffan- und -abwesenheit im letzten Versuche. 

Hier anschließend soll kurz über Versuche referiert werden, 
die zu gleicher Zeit J. Karamitsas (26) im hiesigen pharmako- 
logischen Institut ausgeführt hat, und denen die gleichen 
Fragestellungen zugrunde lagen, wobei aber die Pyrogallol- 
reaktion als Maß für die Fermentwirkungen diente. 

Der Grund dafür, daß noch eine weitere Reaktion zur Prüfung 
der Frage nach der Wirkung der Lichtstrahlen herangezogen wurde, 
liegt im folgenden: 
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Nach den Bachschen Versuchen über die Wirkung der Per- 
oxydase auf die Jodwasserstoffsäure bei Anwesenheit von Hydro- 
peroxyd ist es wahrscheinlich, daß der Peroxydase bestimmte 
Katalasen beigemengt sind, die H,O, bei der Oxydation der HJ 
aktivieren, nicht aber bei der Oxydation des Pyrogallols. Sind 
solche Katalasen vorhanden, so muß mit der Möglichkeit ge- 
rechnet werden, daß das Licht nur letztere zerstört, wodurch 
eine Verlangsamung der Jodausscheidung eintreten würde, ohne 
daß das Peroxyd geschädigt sein müßte. 

Die Ergebnisse dieser Versuche decken sich aber in allen 
Punkten mit unseren. Wir lassen die wesentlichsten Versuchs- 
protokolle folgen. Wie die Reaktion angestellt wurde, ist bereits 
in der Einleitung erwähnt. 


Wirkung der sichtbaren Strahlen. 

Zwei dünnwandige Reagensgläser wurden mit je 10 ccm 1 prozentiger 
Fermentlösung beschickt und verschlossen. Eines wurde sodann licht- 
dicht mit Staniol umkleidet und beide 2 Stunden im Wasserbade dem 
Sonnenlichte ausgesetzt. Die gesamte Fermentlösung kam zur Analyse. 











ee 
| Purpurogallin | Fermentwirkung in °/o Schädigung 
А (nicht belichtet bës 
| ШЕЕ == 100 gesetzt) in % 
== саана ИЕ пен асы = желе Feen == a a En, SEE BER an — i Е EE 
Belichtet: 0,0992 35 | 65 
Nicht belichtet: 0.0633 | 100 | 0 


Wirkung der sichtbaren und ultravioletten Strahlen. 

Zwei Quarzcuvetten wurden mit je 5 ccm 1 prozentiger Fermentlösung 
gefüllt. Die eine Cuvette wurde durch Glas, die andere durch Quarz mit 
der Quecksilberlampe 1 Stunde lang bestrahlt. Da nur je 5 ccm Ferment- 
lösung zur Analyse vorhanden waren, sind die Purpurogallinmengen nur 
ca. halb so groß wie beim vorhergehenden Versuche. 








. İF irkung in ® SCENE 
1 ermentwirkungin °] Schäd g 
а nicht belichtet E 
| HS == 100 gesetzt) in % 
Quarz | 0,0038 12 Ä 88 
Glas | 0,0225 76 24 
Dunkelversuch | 0,0293 100 0 





Aus beiden Versuchen ist zu ersehen, daß die sichtbaren wie die ultra- 
violetten Strahlen wirksam sind. 
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Bedeutung des Sauerstoffs für die Wirkung der sichtbaren 
Strahlen. 

Vier dickwandige Glaszylinder wurden mit je 5 ccm 1 prozentiger 
Fermentlösung beschickt. Zwei derselben wurden mit О, gefüllt, von denen 
der eine zum Lichtversuch, der andere — mit Staniol umhüllt — zum 
Dunkelversuch diente. Die zwei anderen Röhren wurden mehrmals 
evakuiert und mit H, gefüllt, die eine mit H, gefüllt, die andere evakuiert 
zugeschmolzen. Belichtungsdauer 4 Stunden in der Sonne. Zur Analyse 
kamen je 5 ccm der Fermentlösungen. 


















0 
Purpurogallin ee lo Schädigung 
in == 100 gesetzt) іп % 

Е Шале mit Si 0,0035 d 91 

A 0,0350 90 10 

Ev akaatin 0,0343 88 12 
Kontrollversuch 

(in Staniol) = 0,0387 100 0 


Wie bei unseren Versuchen ist auch in diesem eine starke Wirkung 
der sichtbaren Strahlen ап die O,-Anwesenheit geknüpft. 


Bedeutung des Sauerstoffs für die Wirkung der 
ultravioletten Strahlen. 
In die beiden Quarzcuvetten kamen je 10 ccm der Fermentlösungen. 
Die eine wurde mit О,, die andere mit Н, gefüllt. Belichtet wurde durch 
Quarz mit der Hg-Lampe 50 Minuten lang. Da den Cuvetten nur ein Teil 
der eingebrachten Fermentlösung wieder entnommen werden konnte, 
kamen nur је 7,5 ccm zur Analyse. 














— — D о 
Purpurogallin F ыы Io Schädigung 
in g = 100 gesetzt) in % 
Sauerstoffüllung 0,0117 | 26 | 74 
Wasserstoffüllung 0,0132 29 | 11 
Kontrollversuche 0,0450 | 100 | d 


Die ultravioletten Strahlen vermögen somit auch bei O,-Abwesenheit 
stark zu wirken. 


Ш. Die Sensibilisierung durch fuorescierende Stoffe. 

Wie bereits einleitend erwähnt, kann durch den Zusatz 
fluorescierender Stoffe die Lichtempfindlichkeit verschiedener 
Fermente erhöht werden. Während aber bei den Zellen die 
fluorescierenden Stoffe fast ausnahmslos sensibilisierende Wirkung 
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zeigen, ist bei den Fermenten dieselbe auf einzelne Gruppen be- 
schränkt. So sind für Invertase nur die Stoffe aus der Fluorescein-, 
Anthracen-, Thiazin- und der Chinolinreihe Sensibilisatoren. Un- 
wirksam dagegen sind die Derivate des Phenazins, die Phenoxazine, 
die Naphthalingruppe, die Alkaloide: Phenylchinaldin, Chinin, 
Harmalin, Hydrastinin und das Glykosid-Äsculin. 

Die Untersuchungen erstreckten sich wiederum auf die sicht- 
baren und die ultravioletten Strahlen. 


Sichtbare Strahlen. 

Als zu prüfende Substanz wurde in erster Linie das Eosin 
gewählt. Es absorbiert nach P. Krüß (27) in einer Konzentration 
von Y/,o-n in 1 mm Schichtendicke die Strahlen von der 
Wellenlänge 569—420 ии und einseitig von 367 uu im Ultra- 
violett. Eosin wurde den Fermentlösungen in einer Menge zu- 
gesetzt, daß die Konzentration Lien D war. In Konzentra- 
tionen von 1/,900 —!/ sooo liegt nach den Versuchen von Tappeiners 
und Jodlbauers (28) das Wirkungsoptimum. 


Versuch УШ. 

Fünf sehr dickwandige Glascylinder wurden im Dunkeln mit je 10 ccm 
der Fermentlösung und 6 weitere mit derselben Menge Fermentlösung 
+ Eosin beschickt. Ein Cylinder mit Eosinzusatz wurde mit Staniol licht- 
dicht umhüllt. Sodann wurden sämtliche Gläser verschiedene Zeiten lang 
dem Sonnenlicht ausgesetzt. Nach der Belichtung wurde mit je 1 ccm die 
Jodwasserstoffsäurereaktion angestellt. 


Verbrauchtes Thiosulfat 


Dauer der Lichtein- Eosinzusatz 
wirkung in Minuten 
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Aus einem später zu erörternden Grunde wurde mit der 75 Minuten 
belichtenden Probe auch noch die Pyrogallolreaktion angestellt. Verwendet 
wurden hierzu je 5 ccm der Fermentlösung; die gebildeten Purpurogailin- 
mengen waren folgende: 

















Unbelichtet | 8,0310 | 0 
Belichtet mit Eosin | 0,0130 | 53 
„ ohne „ | 0,0183 | 41 


Es zeigte sich somit, daß das Eosin ein Sensibilisie- 
rungsvermögen für Peroxydase besitzt; dasselbe ist jedoch 
im Vergleich zu dem für Invertase äußerst gering. 

Es wurden nun weitere fluorescierende Stoffe zu den Versuchen 
herangezogen, und zwar Rose bengale, dessen Absorption ähnlich 
der des Eosins ist, aber mehr dem Rot zu liegt, das Rot abscrbie- 
rende Methylenblau, und endlich das Violett und Ultraviolett 
absorbierende dichloranthracendisulfonsaure Natrium. 

Die verwendeten Konzentrationen von Rose bengale und 
Methylenblau waren !/,oooo-n, die Konzentration des dichlc- 
ranthracendisulfonsauren Natriums Lach, da nach den früheren 
Versuchen das Wirkungsoptimum des letzteren Körpers bei 
viel höheren Konzentrationen liegt als das von Rose bengale und 
Methylenblau. 


Versuch IX. 


Acht sehr dickwandige Glaszylinder wurden mit je 10 ccm Fernient- 
lösung ohne resp. mit Zusatz fluorescierender Stoffe gefüllt und ca. 1 Stunde 
in der Sonne belichtet. Die Zeit ist nicht genau anzugeben, da vereinzelte 
Wolken die Belichtung störten. Nach der Belichtungsdauer wurden je 
1 ccm zur Jodwasserstoffsäure-, је 5 ccm zur Pyrogallolreaktion verwendet. 





1 


Verbrauchtes Thiosulfat ` Gebildete Ригриго- 


























Zusätze T eech in ccm gallinmenge 
— op 

Rose bengale belichtet 3,1 Ä 010059 
unbelichtet | GO | 0.0301 
belichtet 6,7 | 0.0240) 

Methylenblaun | e | | | 
unbelichtet 1,6 0.0322 
Dichloranthra- | belichtet 6.6 0,0250 
cendisulfon- | | GC | — 
saures Natrium unbelichtet 1) | 0.0303 
belichtet | 5,0 | 0,0176 


Ohne Zusatz | 
untelichtet 19 0.0302 
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Somit hat ähnlich wie Eosin auch Rose bengale 
sensibilisierend gewirkt. Methylenblau und dichlor- 
anthracendisulfonsaures Natrium hingegen hemmten 
sogar die Lichtwirkung. Die Hemmung kann ihre Erklärung 
nur darin finden, daß die letzteren Stoffe einen Teil des Lichtes 
absorbieren, ohne es in eine andere das Ferment schädigende 
Energie umzuwandeln und somit dieses absorbierte Licht für die 
Fermentwirkung in Wegfall kommt. 

Es sind also nur einige wenige der fluorescierenden Stoffe für 
Peroxydase Sensibilisatoren. Im Gegensatz zu unseren Ergeb- 
nissen standen die Resultate der Karamitsas’schen Sensibili- 
sierungsversuche, die wir hier kurz mitteilen wollen. 

VersuchmitEosin. Von vier dünnwandigen Reagensgläsern (Wand- 
stärke von 0,3 mm) waren zwei mit је 10 ccm 1 prozentiger Ferment- 
lösung mit Eosinzusatz, zwei ohne solchen gefüllt. Die Konzentration 
des Eosins im Fermente war 1/s00.n. Je ein Glas mit und eines ohne 
Eosin wurden mit Staniol lichtdicht umhüllt. Sonnenbelichtung während 
2 Stunden. Verwendet wurden je 10 ccm Fermentlösung zur Pyrogallol- 
reaktion. 

















. | 
Purpurogallin- — е кешш 
РВЕ В = 100 gesetzt) | in % 
Ohne Eosin hell 0,0222 | 35 | 65 
mit Eosin hell 0,0303 | 47 53 
ohne Eosin dunkel 0,0635 | 100 0 
mit Eosin dunkel 0,0650 | 100 | 0 


Versuch mit Methylenblau und dichloranthracendisulfon- 
saurem Natrium. Von sechs dünnwandigen Reagensgläsern waren zwei 
mit je 5 ccm lprozentiger Fermentlösung ohne Zusatz, zwei mit Zusatz 
von 1/5900 n-Methylenblau, zwei mit einem solchen von 1/5000 n-dichlor- 
anthracendisulfonsaurem Natrium beschickt. Je eines wurde mit Staniol 
lichtdicht umschlossen und sodann wurden sämtliche 3 Stunden lang der 
Sonne ausgesetzt. Verwendet wurden zur Pyrogallolreaktion je 5 cem. 














Purpuro- Fermentwirkung in| ER 








gallinmenge `. Bi, (nicht belichtet — 

in g | = 100 gesetzt) in % 
Ohne Zusatz hell 0,0039 | 15 85 
e „ dunkel 0,0254 | 100 0 
Mit Methylenblau hell 0,0152 | 54 46 
e e dunkel 0,0281 ` 100 0 
mit Dichloranthr. hell 0,0041 | 16 84 


a н dunkel 0,0244 | 100 0 
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Karamitsas fand somit bei Eosinzusatz ebenso wie bei 
Methylenblau- und dichloranthracendisulfonsaurem Natriumzu- 
satz keine Sensibilisierung, sondern eine Hemmung der Licht- 
wirkung. 

Diese Verschiedenheiten der Versuchsergebnisse waren nicht 
leicht aufzuklären. Anfänglich bestand die Vermutung, daß der 
Grund hierfür in der Verwendung verschiedener Reaktionen liege, 
indem wir die Jodwasserstoffsäurereaktion, Karamitsas 
die Pyrogallolreaktion als Maß für die Lichtschädigung 
benutzten. Hinfällig wurde diese Annahme durch Versuch IX, 
bei dem beide Reaktionen nebeneinander angestellt wurden und 
gleiches Ergebnis zeigten. 

Die Ursache liegt vielmehr in dem Umstande, daß bei uns 
dickwandige, bei Karamitsas dünnwandige Glasgefäße zur Be- 
lichtung verwendet wurden. Nur wenn durch dickes Glas die 
ultravioletten Strahlen möglichst vollständig ausgeschaltet sind, 
kann die Sensibilisierung in Erscheinung treten. Die Erklärung 
hierfür kann aber erst anschließend an den folgenden letzten 
Abschnitt besprochen werden. 


Wirkung der ultravioletten Strahlen. 


Kann die Wirkung der ultravioletten Strahlen 
ebenso wie die der sichtbaren Strahlen durch Eosin 
gesteigert werden? 

Dies war sehr wohl zu vermuten, da ja Eosin, wie bereits 
erwähnt, auch im Ultraviolett absorbiert. Die diesbezüglichen 
Versuche ergaben aber das Gegenteil. 


Versuch X. 


Von den beiden Quarzcuvetten war die eine mit je 5 ccm Ferment- 
lösung ohne Eosinzusatz, die andere mit Eosinzusatz (1/,000.n) beschickt. 
Außerdem enthielten sie Sauerstoff. Belichtet wurde mit der Hg-Lampe 
während 25 Minuten. Zur Jodwasserstoffsäurereaktion wurde — wie 
immer — 1 com benutzt. 


Mit Eosin (Dunkel) 7,8 


я л (Licht) 2,4 
ohne Eosin (Licht) 2,5 
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Diese Ergebnisse überraschten insofern, als zu erwarten war, 
daß — selbst wenn die Wirkung der ultravioletten Strahlen durch 
Eosin nicht gesteigert ist — die Probe mit Eosin eine stärkere 
Schädigung zeigen müßte infolge der erhöhten Wirkung der sicht- 
baren Strahlen. 

Um ein einwandfreies Ergebnis. zu erhalten, war dieser 
Versuch mit Ausschluß der sichtbaren Strahlen zu wiederholen. 
Dies ist aber bei der getroffenen Versuchsanordnung mit großen 
Schwierigkeiten verbunden. Daher wurde der Ausweg ein- 
geschlagen, nur die Wirkung der sichtbaren Strahlen auf die 
Peroxydase auszuschalten. Es gelingt dies durch vollkommenen 
Abschluß von Sauerstoff. Donn bei Sauerstoffabwesenheit fehlt, 
wie frühere Versuche zeigten, die Wirkung der sichtbaren Strahlen 
oder ist zum mindesten so gering, daß sie praktisch gleich Null 
gesetzt werden kann. 


Versuch XI. 


Füllung der Quarzcuvetten wie vorher, nach der Füllung werden die 
Cuvetten mehrmals evakuiert, mit H, gefüllt und schließlich evakuiert 
zugeschlossen. Belichtungsart und -dauer wie vorher. 


Füllung |Verbrauchtes Thiosulfat (sep) in оош 


— — 





Dunkelversuch 7,8 
mit Eosin (Licht) 3,5 
ohne Eosin (Licht) 5,6 


Somit wird durch das Eosin bei Ausschluß der 
Wirkung der sichtbaren Strahlen der Effekt der ultra- 
violetten Strahlen stark vermindert. Die Erklärung 
kann nur darin liegen, daß der von Eosin absorbierte Teil der 
ultravioletten Strahlen in keine andere das Ferment schädigende 
Energie umgewandelt wird und dasselbe somit für die Wirkung 
der Gesamtstrahlung verloren geht. 

Aus diesem Verhalten erklärt es sich auch, daß die Sensibiıli- 
sierung mit Eosin nur dann in Erscheinung treten kann, wenn 
die ultravioletten Strahlen möglichst abfiltriert werden. Das war 
bei den Versuchen von Karamitsas durch die Verwendung sehr 
dünner Gläser nicht der Fall, und so hat der Effekt, der durch 
den Ausfall ultravioletter Strahlen entstand, denjenigen über- 
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troffen, der in der Steigerung der Lichtempfindlichkeit für die 
sichtbaren Strahlen lag. 

Von einer Zusammenstellung unserer Versuchsergebnisse 
sehen wir ab, da eine solche der folgenden Arbeit von Zeller und 
A. Jodlbauer über die Lichtwirkung auf Katalase, die zu ähn- 
lichen Ergebnissen führte, angefügt wird. 

Es sei nur noch darauf hingewiesen, daß die Gleichheit, 
welche Peroxydase und Invertase gegenüber Licht zeigen, als ein 
neuer Beweis für die Fermentnatur der Peroxydase gelten kann. 


Nach Abschluß unserer Versuche erschienen in der Literatur zwei 
Angaben, die im Widerspruche mit unseren Ergebnissen zu stehen scheinen. 
So berichtet W. Ostwald (29), daß die Wirkung der Peroxydasen, die er 
aus den verschiedenen Organen niederer Tiere extrahierte, bei Belichtung 
vermehrt wird und diese Vermehrung auch im lebenden Körper (der Raupen) 
eintritt. Nähere Angaben fehlen, es ist nur noch erwähnt, daß violettes 
und weißes Licht viel stärker begünstigend wirken als gelbes, das sich wie 
Dunkelheit verhält. 

Ähnliches beobachtete Lockemann am Blute. Seine Versuchsergeb- 
nisse, über die er auf der 79. Versammlung Deutscher Naturforsch r und 
Ärzte in Dresden 1907 berichtete, sind uns aber nur aus einem Referate (30) 
bekannt. Lockemann fand, daß die Peroxydasenwirkung des Blutes im 
Gegensatz zu den Verhalten der Katalase durch Belichtung erhöht wird. 

Da — wie bereits hervorgehoben — nähere Angaben fehlen, sind über 
die Ursache der Verschiedenheit der Versuchsergebnisse nur Vermutungen 
auszusprechen. Daß die tierischen Peroxydasen sich anders verhielten als 
die pflanzlichen, dürfte nicht wohl möglich sein. Doch wäre es denkbar, 
daß im Blute und in den Ограпехігакќеп neben den Peroxydasen be- 
stimmte spezifische Antifermente zugegen waren, die durch Lichtgegenwart 
leichter zerstört werden als die Peroxydasen, wodurch indirekt eine Er- 
höhung der Peroxydasenwirkung einträtel). 

Viel wahrscheinlicher ist aber folgende Vermutung: Schon Aso war 
davon überzeugt, daß in der Zelle neben fertiger Oxydase auch ein Zymogen 
vorhanden sei. Diese Annahme gewinnt durch eine jüngst gemachte Be- 
obachtung von A. Bach (31) an Wahrscheinlichkeit: Durch Jod gelingt 
es, die Fähigkeit eines alkoholischen wässerigen Peroxydaseextraktes 
(Meerrettich), Wasserstoffsuperoxyd bei der Oxydation von Pyrogallol zu 
aktivieren, zu erhöhen. Diese Erhöhung tritt aber nicht ein, sobald die 
Peroxydase durch absoluten Alkohol gefällt ist. 

Wenn das so ist, dürfte in den Versuchen von Ostwald, sowie von 
Lockemann neben fertiger Peroxydase auch das Zymogen zur Belichtung 
gekommen sein, und es ist sehr wohl denkbar, daß durch das Licht die 








1) An die Katalasen ist hierbei nicht zu denken, denn die Peroxydasen- 
wirkung auf Jodwasserstoffsäure oder Pyrogallol wird nach Bach durch 
Katalasezusatz nicht gestört. 
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Umwandlung des Zymogens beschleunigt wurde. Eine Analogie hierfür 
fände sich in einer Arbeit von Green (32). Seine exakten Versuche be- 
weisen, daß die Lichtstrahlen und vor allem die ultravioletten die Diastase 
zerstören, gleichgültig ob dieselben vegetabilischen oder animalischen 
Ursprungs sind. Dagegen üben vor allem die schwächeren brechbaren Teile 
des Spektrums einen günstigen Einfluß aus, falls Diastasezymogen vor- 
handen ist, da letzteres hierdurch aktiviert wird. 

Da bei unseren Versuchen die Peroxydase durch die Alkoholfällung 
frei von Zymogen war, konnte nur die schädigende Lichtwirkung in Er- 
scheinung treten. 

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Ostwald und Lockemann 
stehen die Angaben von E. Hertel; dieser fand bei seinen Versuchen 
eine Störung der Peroxydasewirkung und eine Erhöhung der Katalase- 
wirkung durch die Lichtstrablen. 
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Die Sensibilisierung der Katalase. 


Von 


М. Zeller und A. Jodlbauer. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universität zu München 
[Prof. Н. von Тарреіпег].) 


(Eingegangen am 2. Dezember 1907.) 


Gleichzeitig mit den im vorhergehenden mitgeteilten Ver- 
suchen über die Wirkung des Lichtes auf die Peroxydase sind von 
uns ähnliche Versuche mit einem anderen intracellulär vorkom- 
menden Enzym, der Katalase, angestellt worden. 

Seit langem ist bekannt, daß in tierischen und pflanzlichen 
Zellen Stoffe vorhanden sind, die Wasserstoffsuperoxyd 
unter Entwicklung von molekularem Sauerstoff zer- 
legen. 

Diese Fähigkeit, auf Hydroperoxyd einzuwirken, betrachtete 
man als eine von der spezifischen Wirkung nicht trennbare Funk- 
tion der Fermente, bis Loew (1) feststellte, daß sie einem be- 
sonderen Ferment zukommt: der Katalase. Loew unterschied 
zwei Katalasen: eine, die durch Wasser nicht extrahierbar ist 
(«-Katalase) und eine extrahierbare (#-Katalase). Dieser Ein- 
teilung steht aber die Schwierigkeit im Wege, daß die Kata- 
lasen die Eigenschaft besitzen, sich sehr innig an unlösliche 
Körper anzuhaften (2). Hierdurch dürfte es sich auch erklären, 
daß in der Milch die Katalase vor allem den Fettkügelchen 
adhäriert (3). 

Die weite Verbreitung der Katalase in der ganzen organischen 
Welt — Kobert (4) wie Löw vermuten, daß sie ein notwendiger 
Bestandteil einer jeden Zelle sei — läßt auf ihre physiologische 
Bedeutung schließen. Dieselbe liegt nach Bach (5) darin, daß 
sie das bei der Hydrolyse der organischen Peroxydase sich vor 
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allem bildende Hydroperoxyd unter Freiwerden von molekularem 
Sauerstoff zersetzt; hierdurch schützt sie die Zelle gegen eine 
zu energische Oxydation und ist außerdem ein Agens zur Um- 
wandlung chemischer Energie in Wärme, da Hydroperoxyd ein 
endothermischer Körper ist. Während aber Bach Hydroperoxyd 
als einen für die Zellen unter Umständen nützlichen Körper 
ansieht, vertritt Löw den Standpunkt, daß jede Spur für 
das Protoplasma giftig sei und daher sofort zerlegt werden 
müsse. 

Über die Beeinflussung der Katalase durch chemische Agen- 
zien (6) und durch Wärme (7) liegen eine Reihe von Untersuchungen 
vor, dagegen sind uns Angaben über die Wirkung der Licht- 
strahlen nicht bekannt!). 

Zu den Versuchen diente meist eine Katalase, die wir nach 
den Angaben von Senter (8) aus Blut darstellten. Obwohl 
Kaninchenblut (9) am katalasereichsten ist, verwendeten wir der 
einfacheren Beschaffung halber das ebenfalls fermentreiche 
Rinderblut. 

Bei einigen Versuchen kam auch eine nach den Angaben 
von Liebermann - Bach (10) aus Fett isolierte Katalase zur 
Verwendung. 

Die Darstellung der Blutkatalase beruht in der Fällung 
des mit koblensaurem Wasser reichlich verdünnten Blutes mit 
Alkohol. Der so gewonnene und sorgfältigst mit verdünntem 
Alkohol gewaschene Niederschlag wird im Vakuum über Schwefel- 
säure getrocknet und gepulvert. Will man hieraus eine Katalase- 
lösung herstellen, so übergießt man ihn mit Wasser und läßt 
1—2 Tage im Eisschrank stehen, nach welcher Zeit die Lösung 
sorgfältig von dem ungelösten Rückstand abfiltriert wird. Sie 
erweist sich als frei von Hämoglobin. 

Da die zu den sämtlichen Versuchen benutzte Katalase 
nicht auf einmal dargestellt wurde, sind die Wirkungswerte der 
einzelnen Präparate etwas verschieden, weshalb in jeder Versuchs- 
reihe derselbe neu bestimmt wurde. 


1) Erst nach der vorläufigen Mitteilung dieser Versuche (М К. М. 
Zeller, Diss. 1907) erschienen zwei kurze Angaben, die sich auf die 
Lichtempfindlichkeit der Katalase beziehen. Sie finden sich in den Arbeiten 
von W. Ostwald und G. Lockemann — siehe die vorhergehende Ab- 
handlung. 
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Zur Messung der Wirkungsstärke diente die Größe der 
Hydroperoxydzerlegung. Bekanntlich läßt sich Hydroperoxyd 
durch Titrieren mit Permanganat und Schwefelsäure leicht be- 
stimmen. 

Kennt man den ursprünglichen Gehalt der Hydroperoxyd- 
lösung und die Abnahme nach der Katalaseeinwirkung, so be- 
deutet eine Änderung der Abnahme eine Änderung der Ferment- 
wirkung. 

Setzt man die zur Zerlegung des verwendeten Hydroperoxyds 
nötige Menge von Permanganat = a, die nach der Einwirkung 
unbelichteter Katalase benötigte = b, die nach der Einwirkung 
belichteter = c, so ist, falls der Wirkungswert der unbelichteten 
Katalase = 100 gesetzt wird, der Wirkungswert belichteter nach 
der Gleichung 

a—b:a—c=1%0:r 


in Prozent anzugeben. 100 — x gäbe dann die Schädigung in 
Prozent an. 

Die Reaktion war stets unter gleichen Bedingungen an- 
gestellt. In Erlenmeyerkolben aus Jenaer Glas von 150 ccm 
Inhalt kamen 50 ccm ca. 0,02prozentiger Hyperoxydlösung 
(Perhydrol von E. Merck)!), dazu 1 ccm der Katalaselösung 
(1 T. Substanz : 100 T. Wasser). Nach 10 Minuten Stehen in 
einem gleichmäßig temperierten Raum wurden 5 ccm 25 prozen- 
tiger Schwefelsäure zugegeben und mit !/,„n-Kaliumpermanganat- 
lösung titriert. 

Die Wahl von Jenaer Glas erwies sich für eine ungestört 
verlaufende Fermentreaktion als sehr nützlich, wohl infolge der 
geringeren Abgabe von Alkali gegenüber gewöhnlichen Glassorten. 
Als Lichtquelle diente teils Sonne, teils eine Quarzquecksilber- 
dampflampe. Über die Beschaffenheit der Lampe, über die zur 
Belichtung verwendeten Gefäße, über ihre Füllung mit Sauerstoff 
resp. Wasserstoff, über die zum Schutze gegen thermische Ein- 
wirkung und zur gleichmäßigen Belichtung angewandten Maß- 
nahmen ist in der vorhergehenden Abhandlung bereits ausführlich 
berichtet, so daß ein Hinweis auf das dort Mitgeteilte genügt. 
Anzufügen wäre nur, daß die Belichtungsgefäße vor dem Versuche 


1) Die Konzentration des Hydroperoxyds wurde vor jeder Analysen- 
reihe mit Lie n-Permanganat bestimmt und findet sich angegeben. 
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stets mit destilliertem Wasser ausgekocht wurden, was für gleich- 
mäßige Versuchsergebnisse von Bedeutung ist. 


I. Die Wirkung von Lichtstrahlen und ihre Abhängigkeit von der 
Sauerstoffanwesenheit. 


Die Wirkung der sichtbaren Strahlen. 

Um über die Wirkung der sichtbaren (Glas passierenden) 
Strahlen auf die Katalase Aufschluß zu erhalten, wurde das 
Ferment in dickwandigen Reagensgläsern dem Sonnenlicht aus- 
gesetzt. Über den Gläsern befand sich Wasser in einer Schichten- 
dicke von 20 cm, das durch starke Zu- und Abläufe sich konstant 
erneuerte. Die Bedenken, daß trotz dieser Erneuerung eine 
Wärmewirkung vorhanden wäre, wurden dadurch aufgehoben, 
daß über dem Wasser noch Glaswannen teils mit 5,4 cm hoher 
Wasserschicht, teils mit gleich hoher 7 prozentigen sauren Lösung 
von schwefelsaurem Eisenoxydul!) angebracht waren. Da die 
Proben unter Wasser und unter Eisenoxydul gleiche Ergebnisse 
zeigten, ist eine thermische Wirkung ausgeschlossen. 


Versuch L 


Belichtung während 25 Minuten in der Sonne. Fünf Reagensgläser 
waren gefül t mit је 5 ccm Fermentlösung. Eines wurde mit Stanniol licht- 
dicht umhüllt, zwei kamen unter die Wanne mit Wasser, zwei unter die 
mit Eisensulfat. Zur Analyse kam je 1 ccm der Fermentlösung. Das zu- 
gesetzte Hydroperoxyd entsprach 6,65 ccm 1/,, n-Permanganat. 





Art Verbrauchtes | Schädigung in °/, 
К Permanganat !/,,-п Dunkelversuch 
der Belichtung | 
in ccm = 0 gesetzt 

Dunkelversuch . . . . . | 2,75 | 0 
5,55 

durch Wasser ..... 5,65 | 5,6 73 
А 5,6 

durch Eisensulfat. . . . 54 | 55 71 


Somit ist schon nach kurzer Belichtungsdauer eine 
starke Schädigung des Fermentes eingetreten. Dieselbe 


1) Nach Zsigmondy (Wied. Annal. 49, 533) absorbiert eine solche 
Lösung die infraroten Strahlen bis auf 1,2%. 
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ist viel bedeutender als die Schädigung der im vorhergehenden 
untersuchten Peroxydase. Daß aber die sichtbaren Strahlen 
stark wirken können, hat die Anwesenheit von Sauer- 
stoff zur Voraussetzung. Fehlt derselbe, so ist, wie aus 
Versuch II zu ersehen, die Schädigung äußerst gering. 


Versuch П. 


Belichtungsgefäße waren starkwandige Reagensgläser, die am Ende 
ausgezogen waren und nach der Füllung mit elektrolytisch hergestelltem 
Sauerstoff, resp. nach der Evakuierung mit einer Quecksilberpumpe zu- 
geschmolzen wurden. Jede Röhre enthielt 5 ccm Fermentlösung. Be- 
lichtungsdauer 25 Minuten in der Sonne unter Wasser. Zur Analyse kam 
je 1 ccm. Нуйгорегохуа = 5,8 ccm 1/,, n-Permanganat. 














Art Verbrauchtes Schädigung in 9%, 
der Венере Permanganat '/,o-n Dunkelversuch 
in cem | == 0 gesetzt 
Dunkelversuch . . . . . 2,4 0 
bei Sauerstoffanwesenheit 4,7 68 
bei Sauerstoffabwesenheit 2,8 10 


Die Wirkung der sichtbaren und ultravioletten Strahlen. 


Um die ultravioletten Strahlen zur Wirkung zu bringen, 
wurden als Belichtungsgefäße Cuvetten aus Quarz verwendet. 

Auch die ultravioletten Strahlen wirken auf die 
Katalase stark schädigend. Diese Wirkung ist aber 
im Gegensatz zu der Wirkung der sichtbaren Strahlen 
unabhängig von der Sauerstoffanwesenheit. Wenn im 
folgenden Versuche bei Sauerstoffanwesenheit das Ferment doch 
etwas stärker angegriffen wurde als bei Sauerstoffabschluß, so 
liegt der Grund hierfür darin, daß "bei Sauerstoffgegenwart zu 
der Wirkung der ultravioletten Strahlen auch die der sichtbaren 
Strahlen hinzutrat. 


Versuch ІП. 


Quarzcuvetten mit 15 ccm Fermentlösung. Eine ist mit Sauerstoff 
gefüllt, die andere evakuiert zugeschmolzen. Belichtung mit der Queck- 
xilberlampe während 30 Minuten. Zur Analyse kam je 1 ccm Fermentlösung. 
Hydroperoxyd = 4,8 cem l/,o-n Permanganat. 
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— 
— | Verbrauchtes | Schädigung in ° 
Permanganat '/ on | Dunkelversuch 
der Bestrahlung | 
in ccm | == 0 gesetzt 
See Ss E - 
Ge EE 
Dunkelversuch . . . . . 0,5 | 0 
bei Sauerstoffanwesenheit 1,75 | 29 
| 25 


bei Sauerstoffabwesenheit | 1,55 


II. Einfluß von Wasserstoff- resp. von Hydroxylionen auf die 
Lichtwirkung. 


In der Einleitung war bereits hervorgehoben, daß die zur 
Belichtung benützten Glasgefäße stets vor dem Versuche mit 
destilliertem Wasser längere Zeit ausgekocht wurden. Nur so 
gelang es, gleichmäßige Resultate zu erzielen. Den Grund hierfür 
vermuteten wir in der wenn auch äußerst geringen Alkaliabgabe 
von der Glaswandung an die Fermentlösung. 

Es soll deshalb im folgenden untersucht werden, welcher 
Einfluß der Reaktion bei der Belichtung zukommt. 
Natürlich findet auch ohne Belichtung durch Säure- resp. Alkali- 
zusatz eine Änderung der Katalasewirkung statt. So fand Senter, 
daß Säuren eine sehr starke Verzögerung bewirken, aber ohne 
das Enzym dauernd zu schädigen. Wird nach dem Säurezusatz 
wiederum genau neutralisiert, so läßt sich die Giftwirkung auf- 
heben. Ebenso zeigte Loew, daß nach Zusatz verdünnter Säuren 
und folgender Neutralisation die katalytische Kraft des Enzyms 
wiederkehrt. 

Die Versuche waren deshalb so anzustellen, daß die Ferment- 
lösungen vor der Belichtung mit verdünnten Säuren resp. Laugen 
versetzt wurden. Nach der Belichtung wurde sodann genau 
neutralisiert und nun die katalytische Wirkung bestimmt. 


Versuch IV. 


Је 10 ccm Ferment wurden mit 1,0 ccm 1/50, 1%5ю› 1/ооо n-Natronlauge 
resp. mit den gleich starken Lösungen von Schwefelsäure, resp. mit Wasser 
versetzt. 5 ccm dieser Gemenge kamen in Reagensgläsern zur Belichtung, 
die übrigen fünf dienten als Dunkelproben. Die Belichtung geschah in der 
Sonne während 45 Minuten. Hierauf wurden sämtliche Proben genau 
neutralisiert. Die Kontrollproben wurden durch Wasserzugabe natürlich 
auf die gleiche Flüssigkeitsmenge gebracht. Zur Analyse kam je 1 ccm 
Fermentlösung. Hydroperoxyd = 6,0 ccm (he n-Permanganat. 
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Verbrauchtes Schädigung Differenz zwisch. 


























in %, belichteten und 
Art des Zusatzes EE Dunkelversuch | unbelichteten 
(ech IN ccm = 0 gesetzt = Proben 
nM | 
Ohne solchen рене > 21 | 
| unbelichtet 1,6 0 — 
EE EE EE EE 
soo m-Natron- | belichtet 4,45 | 67 
lauge | unbelichtet | 21 | 11 56 
1 500 n-Natron- belichtet 4,2 | 59 | 
lauge unbelichtet 2.0 | 8 | 51 
owo n-Natron- | belichtet ы E | 
lauge unbelichtet Pe, i 6 | 51 
U оо n-Schwefel-| belichtet 3,1 oe | 
säure unbelichtet 2.2 | 14 | 22 
1 оо n-Schwefel-| belichtet | 3.0 32 | 
säure unbelichtet | 1,9 т 1 95 
N ege N- Schwefel- belichtet | 2,95 30 | 
säure | unbelichtet | 1,75 | 3 | 97 


{ 

Aus den unbelichteten Proben ist zu ersehen, daß die durch 
den Zusatz der Säuren, sowie der Basen eingetretene Schädigung 
durch Neutralisation nicht vollständig aufzuheben war. 

Die belichteten Proben zeigen den stark befördernden 
Einfluß der Hydroxylionen auf die Wirkung der Licht- 
strahlen, der aber mit der Konzentrationserhöhung nicht 
wesentlich zunimmt. Die Wasserstoffionen dagegen sind 
ohne Belang!). 


Ш. Die Sensibilisierung mit fluorescierenden Stoffen. 


Zahlreiche Versuche, die zur Lösung der Frage, ob die Katalase 
durch fluorescierende Stoffe zu sensibilisieren sei, angestellt wurden, 
führten zu keinen einheitlichen Ergebnissen. Der Grund hierfür 


1) Ebenso wie bei der Katalase spielen die Hydroxylionen nach den 
Versuchen von О. Gros (10) auch bei der Oxydation (Bleichung) von 
Anilinfarbstoffen im Lichte eine große Rolle. Anders verhält es sich nach 
С. Dreyer und О. Hannsen (11) mit der Koagulation von Serumalbumin 
und Eieralbumin im ultravioletten Lichte. Diese geht leichter in saurer 
Lösung vor sich. 
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lag — wie bei der Peroxydase — in der Verschiedenheit дег 
Wandstärke der zur Belichtung benutzten Gläser. Der folgende 
Versuch, bei dem eine Ferment-Eosinlösung in sehr dünnen 
Reagensgläsern, teils ohne, teils mit Bedeckung einer dicken 
Spiegelglasplatte zur Belichtung kam, zeigt dieses eigenartige 
Verhalten. 


Versuch V. 


Eine Anzahl sehr dünnwandiger Reagensgläser wurde gefüllt mit je 
5 ccm Fermentlösung + 0,1 ccm ien n-Eosin, eine andere Anzahl mit der 
gleichen Fermentmenge + 0,1 ccm Wasser. Die Hälfte der Gläser wurde 
mit Stanniol lichtdicht umschlossen. Von den zur Belichtung kommenden 
Proben lagen die einen unbedeckt im Wasserbade, die anderen bedeckt 
mit einer 4,4 mm dicken Glasplatte. Nach 20 Minuten Sonnenbelich- 
tung wurde je ein Glas entnommen und die Lichtwirkung festgestellt. 
Zur Analyse kam je 1 ccm. Hydroperoxyd = 5,9 ccm Lie n-Perman- 
ganat. 




















| Glas- Verbrauchtes| Schädigung 
Belichtungsdauer | Zusatz | Permanganat | m A 
bedeckung Д > | Dunkelversuch 
| hon in кш = 0 gesetzt 
| ES Wasser 3,95 | 0 
| | | Eosin 3,2 0 
Dunkelversuch - | | e эшш онсе: 
mit Wasser | — | — 
Eosin | — — 
| Wasser | 5,0 74 
| оћпе | И i 
‚ Ä Eosin 4,5 47 
20 Minuten rn SE AEN WEEN SR 
| Wasser | 3,65 ! 15 
mit , ‚ | 
| | Eosin | 4,3 | 40 


Das Eosin wirkt somit nur dann sensibilisierend, 
wenn die zur Belichtung kommenden Strahlen vorher 
dickes Glas passierten. Die Ursache wird darin liegen, daß 
nur die sichtbaren Strahlen verstärkt werden, während die ultra- 
violetten Strahlen, die durch Glas abfiltrierbar sind, im Gegensatz 
hierzu durch das Eosin in ihrer Wirkung abgeschwächt werden. 
Bei der Verwendung sehr dünner Gläser gehen aber noch so viele 
ultraviolette Strahlen hindurch, daß die Hemmung der ultra- 
violetten Strahlen den Effekt der Sensibilisierung aufhebt. Diese 
Erklärung ist an die Annahme geknüpft, daß die durch das Eosin 


92 М. Zeller und A. Jodlbauer: 


absorbierten ultravioletten Strahlen in keine andere das Ferment 
schädigende Energie umgewandelt werden und für die Gesamt- 
wirkung verloren gehen — analog der Peroxydase. 

Nach dem oben Mitgeteilten wäre zu vermuten, daß die 
Abschwächung der Wirkung der ultravioletten Strahlen durch 
den Eosinzusatz noch deutlicher hervorträte, wenn statt der 
dünnwandigen Glasgefäße solche aus Quarz verwendet werden. 
Daher wurde die Fermentlösung in Quarzcuvetten, die teils un- 
bedeckt blieben, teils mit Spiegelglasplatte bedeckt wurden, den 
Strahlen einer Quecksilberlampe ausgesetzt. Im wesentlichen 
fanden die Sonnenversuche eine Bestätigung. Es waren vor allem 
die ultravioletten Strahlen, die das Ferment schädigten. Die 
vermutete stärkere Abschwächung der ultravioletten Strahlen 
bei Eosinzusatz blieb aber aus. Es dürfte das damit zusammen- 
hängen, daß die Quecksilberlampe viel mehr ultraviolette Strahlen 
enthielt als die Sonne. Dadurch ist der Ausfall durch die Eosin- 
absorption so gering gegenüber den nicht absorbierten Strahlen, 
daß er sich in der Wirkung auf das Ferment nicht dokumentiert. 


Versuch УІ. 


Die Quarzcuvetten waren gefüllt mit 10 com Fermentlösung und 
0,2 ccm 1/100 n-Eosin resp. Wasser. Sie wurden 30 Minuten lang den Strahlen 
der Quecksilberlampe ausgesetzt. Nach dem Versuche wurden sie entleert, 
gereinigt und wiederum gefüllt. Die ebenso lange Belichtung geschah 
aber durch eine den Cuvetten aufliegende Spiegelglasplatte. Zur Analyse 
kam je 1 ccm der Lösung. Hydroperoxyd = 6,25 ccm 1/,, n-Permanganat. 


Verbrauchtes | Schädigung in °/, 

















Art der Belichtung Zusatz Permanganat Dunkelversuch 
WE e eet 
en u KS | | bi | | А Е 
Durch Glas ohne ` = Ы 
Durch Quarz | er | | 


Ebenso wie mit Eosin, lassen sich die sichtbaren 
Strahlen auch mit anderen fluorescierenden Stoffen, 
wie Rose bengale, Methylenblau und Dichloranthracen- 


Sensibilisierung der Katalase. 93 


disulfonsäure, sensibilisieren. Im Dunkeln zeigten die 
hier untersuchten Körper keine nennenswerte Wirkung!). 


Versuch УП. 

Je zwei starkwandige Reagensgläser wurden gefüllt mit 5,4 ccm 
Fermentlösung + 0,1 ccm Wasser, resp. 1/100 n-Eosin, resp. 1/100 n-Methylen- 
blau, resp. Lise n-dichloranthracendisulfonsaurem Natrium. Je ein Glas 
wurde lichtdicht mit Stanniol umwickelt. Sämtliche Gläser kamen nun 
40 Minuten lang in die Sonne. Zur Analyse kam 1 ccm. Hydroperoxyd 
= 6,0 ccm Le n-Permanganat. 

















Verbrauchtes Per- Schädigung in 9/0. 
Zusatz manganat !/,,-п in | Die der Dunkeiver- 
suche = 0 gesetzt 








Wasser | belichtet | 2,45 | 95 
VDichloranthracen- dunkel | 1,3 Ä 0 
N _ Natrium belichtet | 3,1 38 
Eosin dunkel | 1,3 | 0 
belichtet | 4,5 | 68 

donkel | 16 0 

— ы | belichtet | 425 | 60 
o l dunkel ` О SSES 0 
УТ 4,35 | 72 





1) Selbst bei sechstägiger Beobachtung zeigten Eosin und dichlor- 
anthracendisulfonsaures Natrium keine Dunkelwirkung. Die allmähliche 
Abnahme der Wirkung ist die gleiche wie in der Kontrollprobe ohne Zusatz. 
In einem Versuche wurden je 10 ccm Fermentlösung mit 0,5 ccm 1/100 n-Eosin 
resp. Wasser versetzt und im Dunkeln auf Eis gestellt. Nach 1, 2 und 
6 Tagen wurde je 1 ccm entnommen und die Fermentwirkung bestimmt. 
Hydroperoxyd = 6 ccm 1/,, n-Permanganat. 

















| Verbrauchtes Permanganat іп ccm nach 
Zusatz — рте EE 
| 0 | 1 | 2 | 6 Tagen 
Wasser | os | 14 10 | 11 
Eosin i io 11 | 13 1,25 | 125 


Ein weiterer Versuch wurde іп derselben Weise mit 0,5 cem Lea n-Di- 
chloranthracendisulfonat resp. Wasser auf 5 ccm Fermentlösung angestellt. 
Н,О, = 6 ccm 1/уу n-Permanganat. 








Verbrauchtes Permanganat in ccm nach 
Zusatz - 
о | 1 | 2 | 6 Tagen 
Wasser 1,5 | 1,5 1,45 | 1,7 
Dichloranthracen- 





disulfonat | ми | 16 | 16 | 15 
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Die durch die fluorescierenden Stoffe hervorgerufene Sensi- 
bilisierung ist aber im Vergleich zu der von anderen Fermenten 
(z. B. Invertase, Diastase) äußerst gering. Das fällt um so mehr 
auf, als die Empfindlichkeit der Katalase gegenüber Licht be- 
deutend größer ist als die der Invertase oder der Diastase. Ein 
vergleichender Versuch der Lichtwirkung mit und ohne Eosin- 
zusatz zwischen Katalase und Invertase dürfte nicht ohne In- 
teresse sein. 


Versuch УШ. 


Eine Katalaselösung 1: 100 und eine Invertaselösung 0,4 : 100 
(Präparat von Е. Merck) kamen in diekwandigen Gläsern 15 Minuten 
lang in die Sonne zur Belichtung. Nach der Belichtung wurde die Wirkungs- 
stärke der Katalase wie bisher bestimmt. Hydroperoxyd entsprach 5,9 ccm 
Permanganat. 

Die Bestimmung der Invertase geschah so, daß je 5 ccm der Ferment- 
lösung 15 ccm ca. 17prozentiger Rohrzuckerlösung zugesetzt wurden. 
Aus der Abnahme der anfänglichen Rechtsdrehung (+ 7,33°) läßt sich 
die Fermentwirkung nach folgender Überlegung bestimmen: Eine Lösung 
von 1 g Saccharose in 100 ccm Wasser zeigt in einer Dickenschicht von 
1 dem im Polarisationsapparate eine Drehung von + 0,665°; nach voll- 
ständiger Invertierung ist dieselbe — 0,214°. Somit ist durch die Inver- 
tierung von 1 g Saccharose die Drehung um 0,879° verschoben. Zieht man 
daher die nach der Invertierung abgelesene Zahl von der ursprünglich er- 
haltenen ab und dividiert durch 0,879, so erhält man den Invertzuckergehalt 
in Gramm. Die Invertierungszeit betrug im vorliegenden Versuch 9 Stunden 
bei Zimmertemperatur. 


Katalase: 





Verbrauchtes Рег- Schädigung іп 9, 






























Zusatz manganat Tech in| Dunkelversuch 
== 0 gesetzt 
u Zeg undbeliehtet 1.5 0 
Ohne Eosin | belichtet | 2,0 | 12 
: unbelichtet 1,5 0 
mit Eosin | belichtet 2,9 | 32 
Invertase: 
NEW Gebildeter Invert- Schädigung 19, 
Zusatz oe zuckeraufl00cem| Dunkelversuch 
a Lösung berechnet! = 0 gesetzt 











\_ m) unbelichtet |+0°37’ (= 0.629), 1, 
Оһпе Bosin belichtet — 0°39 (= 0.65°) 1, 


` |unbelichtet +0°37 (<= 0,620) d 
Mıt Eosin | belichtet |-+5°40° (5.679) 1 
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Diese Sensibilisierungsversuche wurden noch mit 
einer anderen Katalase, dienach den Angaben von Bach (12) 
aus Fett isoliert wurde, angestellt. Die Ergebnisse sind im 
wesentlichen die gleichen wie bei der Blutkatalase. 


Versuch IX. 


Reagensgläser waren gefüllt mit je 5 ccm Fettkatalase, teils mit 
Zusatz von fluorescierenden Stoffen (ihre Konzentration war nach der 
Mischung 1/2500 dichloranthracendisulfonsaures Natrium, resp. 1/5000 Eosin, 
resp. 1/0000 Methylenblau), teils ohne solchen. Sie kamen bedeckt mit 
einer starken Spiegelglasplatte während 40 Minuten zur Belichtung in die 
Sonne. Die gleichen Proben wurden als Kontrollen im Dunkeln aufgestellt. 
Je 1 ccm kam zur Analyse. Hydroperoxyd = 5,85 1/,, n-Permanganat. 





Verbrauchtes Schädigung in °/, 
































Zusatz Permanganat !/,„-п | Die der Dunkelver- 

in ccm suche = 0 gesetzt 
Ohne Eosin unbelichtet 2,2 0 
belichtet 3,0 22 
Dichloranthracen unbelichtet 2,4 0 
disulfonat belichtet 3,5 32 
Methvlenblau unbelichtet 2,45 0 
d belichtet 4,05 41 
Mit Eosin unbelichtet 2,55 0 
belichtet 9,4 56 








Somit ist auch die Fettkatalase durch Methylen- 
blau, Eosin und dichloranthracendisulfonsaures Na- 
trium zu sensibilisieren. Doch scheint nach einem ver- 
gleiohenden Versuche die sensibilisierende Wirkung noch geringer 
zu sein als die auf Blutkatalase. Da hierüber aber nur ein Versuch 
vorliegt, möchten wir dies nur als Vermutung aussprechen!). 

Das analoge Verhalten der Peroxydase und der Katalase 
berechtigen die hier erhaltenen Versuchsergebnisse mit denen 
der vorhergehenden Arbeit zusammen zu besprechen. Sie lassen 
sich kurz dahin zusammenfassen: 


1) Würde sich die leichtere Sensibilisierbarkeit der Blutkatalase be- 
stätigen, so wäre das insofern nicht sehr auffallend, da auch chemische 
Agenzien auf die beiden Arten von Katalase verschied n einwirken. So 
beobachtete Euler (13), daß die Fettkatalase gegen Säuren und Basen 
unempfindlicher ist als die Blutkatalase. 
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1. Peroxydase und Katalase sind wie die anderen 
bisher untersuchten Fermente lichtempfindlich, und 
zwar sind es die sichtbaren wie die ultravioletten Strah- 
len, denen die Lichtwirkung zukommt, allerdings 
letzteren in erhöhtem Maße. 

2. Die sichtbaren Strahlen schädigen nur dann, 
wenn Sauerstoff zugegen ist. Fehlt derselbe, so ist 
eine Wirkung kaum nachweisbar. 

3. Für die ultravioletten Strahlen ist die Sauer- 
stoffgegenwart belanglos. 

4. Die Gegenwart von Hydroxylionen steigert die 
Lichtempfindlichkeit der Katalase. 

5. Von den untersuchten fluorescierenden Stoffen 
wirkten auf die Katalase sämtliche, auf die Peroxydase 
nur Eosin und Rose bengale sensibilisierend. Diese 
Sensibilisierung tritt пог dann in Erscheinung, wenn 
die ultravioletten Strahlen möglichst fehlen. 

6. Im Vergleiche zu Invertase und Diastase ist aber 
bei diesen Fermenten die sensibilisierende Wirkung 
sehr gering. 


Literaturverzeichnis. 


1) A. Loew, New enzyme of general occurence. Bull. Depart, Agricult. 
Washington 1900, 45. 
2) М. Е. Po2zi-Escot, Katalytische Eigenschaften der Hydrogenasen. 
Bull. Soc. Chim. Paris 27, 280—288, 1902. 
3) E. Reiß, Die Katalase der Milch. Zeitschr. f. klin. Med. 56, 1908. 
4) R. Kobert, Über einige Enzyme wirbelloser Wiere. Arch. f. d. ges. 
Physiol. 99, 119—186, 1903. 
5) A. Bach, Bedeutung der Katalase für die Zelle. Moniteur Scient. 20, I, 
321—331; II, 549—561, 1906. 
6) W. Issajew, Über die Hefekatalase. Zeitschr. f. physiol. Chem. 44, 
646—559, 1905. 
G. Senter, Das Wasserstoffsuperoxyd zersetzende Enzym des Blutes П. 
Zeitschr. f. physikal. Chem. 51, 673—705, 1905. 
Derselbe, Einwirkun: von Giften auf die Geschwindigkeit der Zer- 
setzung von Wasserstoffsuperoxyd durch Hämase. Proc. Roy. 
Soc. London 74, 201—217, 1904. 
A. Jolles, Beiträge zur Kenntnis der Blutfermente.e Münch. med. 
Wochenschr. 1905, 51, 2083—2085. 


Sensibilisierung der Katalase. 9: 


7) L. Van Italie, Über Blutkatalasen. Pharmazeut. Weekblad 1906, 

43, 27—32. 
H. van Laer, Über die diastatische Katalyse von Wasserstoffsuper- 

oxyd. Bull de la Soc. chim. de Belgique 19, 337—361, 1905. 

8) G. Senter, Das Wasserstoffsuperoxyd zersetzende Enzym des Blutes I. 
Zeitschr. f. physikal. Chem. 44, 257—318, 1903. 

9) E. J. Lesser, Zur Kenntnis der Katalase. Zeitschr. f. Biol. 48, 1—18, 
1906. 

10) O. Gros, Über die Lichtempfindlichkeit des Fluoresceins, seiner sub- 
stituierten Derivate, sowie der Leukobasen derselben. Zeitschr. f. 
physikal. Chem. 37, 157—192, 1903. 

11) G. Dreyer und О. Hanssen, Sur la coagulation des albumines par 
l’action de la lumière ultra-violette et du radium. Compt. rend d. 
seanc de l’Acad. des sciences 145, No. 4, 22. Juillet 1907. 

12) A. Bach, Zur Kenntnis der Katalase. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 
38, 1878—1885, 1905. 

13) Н. Euler, Zur Kenntnis der Katalase. Arkiv för Кеті 1, 357—364. 
1905; zit. nach Chem. Centralbl. 


Biochemische Zeitschrift Band VIII. 


-l 


Über das Verhalten des Chinins im Organismus. 


Von 


Dr. Paul Grosser, 


ehem. Assistenzarzt der Abteilung. 


(Aus der II. inneren Abteilung des städtischen Krankenhauses am Urban 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Dezember 1907.) 


Die Frage nach dem Verhalten des Chinins im Organismus 
ist in früheren Zeiten häufig bearbeitet, aber niemals eindeutig 
beantwortet worden. Einige Autoren, ich nenne vor allem Ker- 
ner!) und Thau?), glaubten fast alles Chinin im Harn wieder- 
zufinden und schlossen daraus, daß es unverändert den Organismus 
passiere, andere konnten nur Bruchteile der eingegebenen Menge 
nachweisen, wie z. В. Personne?) nur 16%. Übereinstimmend 
fanden aber alle, daß im Kot, soweit sie ihn überhaupt unter- 
sucht haben, nur Spuren des Alkaloids wiedererscheinen. Aus- 
führlich auf die ältere Literatur einzugehen, erübrigt sich, da sie 
bereits in den noch zu erwähnenden neueren Arbeiten erschöpfend 
abgehandelt ist. 

Unzufrieden mit den widersprechenden Resultaten der 
früheren experimentellen Arbeiten und von dem Wunsche geleitet, 
eine sichere Basis für die Therapie zu gewinnen, haben in neuerer 
Zeit Kleine®)j, Merkel®) und Schmitz) — dessen Arbeit erst 
erschien, als meine Experimente fast abgeschlossen waren — 
in Deutschland und Maria пі?) in Italien dieses Thema bearbeitet. 

Die vier genannten Autoren glaubten den Hauptgrund für 
die weitgehenden Differenzen der älteren Angaben in der mangel- 


1) Kerner, Arch. f. d. ges. Physiol. 2 u. 3. 

2) Thau, Arch. f. klin. Med. 5. 

3) Personne, Journ. de Chimie et Pharmacie 28. 

4) Kleine, Zeitschr. f. Hygiene u. Infektionskrankh. 38. 

5) Merkel, Arch. f. experim. Pathol. u. Ther. 47. 

6) Schmitz, dasselbe 1907. 

7) Mariani, Atti della società per gli studi della Malaria 1903 u. 1904. 
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haften Methodik zu finden, und suchten vor allem diese zu ver- 
bessern, jeder auf eigene Art; nur Schmitz lehnt sich teilweise 
an Kleine an, vermeidet aber durch eine geschickte Modifikation 
dessen ungenaue Resultate. 

Kleine verarbeitete die von ca. 25jährigen Versuchspersonen 
nach Eingabe des Chinins zu verschiedenen Zeiten nach Belieben 
gelassenen Harnportionen einzeln, und zwar benutzte er Mengen 
bis zu 200 ccm in toto, von größeren pipettierte ег 200 cem zur 
weiteren Verarbeitung ab. So erhielt er in 24 Stunden bis zu 
zehn Proben und mußte auf Doppelbestimmungen von vornherein 
verzichten. In den Protokollen ist die Gesamtmenge des Urins 
ebensowenig angegeben wie die Größe der einzelnen Portionen, 
die bei dieser Art der Entnahme ungleiche Zusammensetzung 
hatten, so daß bei dem Pikrinzusatz verschiedene Mengen störender 
Substanzen mitgefällt werden mußten. Zum Harn wurde Pikrin- 
säure bis zur Sättigung zugesetzt, vom gebildeten Chininpikrat 
abfiltriert, der Filterrückstand mit Kalilauge zersetzt, die freie 
Base in Chloroform aufgenommen, das Chloroform verdunstet, 
der Rückstand gewogen. „Der erhaltene Rückstand schmolz 
bei ca. 160° und sah meist bräunlich aus. Das wiedergewonnene 
Chinin war demnach nicht ganz rein, jedoch fiel die Menge der 
färbenden Stoffe, wie Kontrollversuche dartaten, für die Resultate 
nicht ins Gewicht.“ Die Versuchsfehler, durch Zusatz von Chinin 
zu normalem Harn ermittelt, sollen nur 1—2% betragen. Trotz 
der von Kleine angestellten Kontrollversuche konnte ich mich 
nicht entschließen, seine Methode zu akzeptieren, denn eine 
wichtige Kontrolle fehlt: Wieviel Rückstand bleibt bei dieser 
Methode von normalem Harn ohne Chininzusatz? Die Pikrin- 
säure fällt zahlreiche Harnkörper, vor allem auch Farbstoffe, 
die nach der Aufschließung in das Chloroform übergehen. Wieviel 
Chinin in dieser restierenden Schmiere vorhanden ist, läßt sich 
nicht ermitteln. Der Schmelzpunkt ist überhaupt nicht zu ver- 
werten, da seine Bestimmung nur bei Krystallen, nicht aber bei 
Schmieren angängig ist. Kleine gibt auch leider nicht an, ob 
sein Rückstand die Thalleiochinin- und Fluorescenzreaktion zeigte, 
die bei verunreinigtem Chinin schlecht oder gar nicht zu er- 
zielen sind. 

Schmitz prüfte übrigens die Kleinesche Methode genau 
nach und fand dabei bis 22%, Verunreinigung in dem gewogenen 


7* 
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Rückstand. Deshalb wog er den nach Kleines Methode ge- 
wonnenen Rückstand nicht, sondern löste ihn nach dem Vor- 
schlage Gordins!) in einer bestimmten Menge !/,, n-Schwefel- 
säure, spülte ihn in einen Meßkolben, fügte Jodjodkaliumlösung 
hinzu, füllte bis zur Marke auf, filtrierte vom unlöslichen Chinin- 
perjodid ab und titrierte einen aliquoten Teil des Filtrates mit 
1/,, n-Natronlauge zurück. Da er durch ausgiebige Vorversuche 
festgestellt hatte, daß 1. der Chloroformrückstand des normalen 
Harns kein Säureverbindungsvermögen besitzt, 2. 1 cem !/,, n- 
Schwefelsäure 0,00885 g Chinin bindet, so konnte er aus der 
verbrauchten Menge Säure den Chiningehalt berechnen. Diese 
Methode scheint mir außerordentlich einfach und zuverlässig, 
so daß ich sie zu meinen letzten Untersuchungen angewandt habe. 
Merkels Methode ist für klinische Zwecke nicht einfach genug. 
Mariani fällte den eingeengten Urin mit Alkali, schüttelte den 
entstandenen Niederschlag mit Äther aus, löste den nach Ver- 
dunsten des Äthers bleibenden Rückstand in H,SO,, entfernte 
aus dieser Lösung die Farbstoffe durch Schütteln mit Äther, 
fällte die saure Lösung wiederum mit Alkali, ätherte aus und wog 
den Rückstand. Dieser gab Fluorescenz und Thalleiochininreaktion. 
Diese Methode ist ungenau, denn ich habe mich überzeugen 
können, daß das Chinin aus Harn mit Alkali quantitativ 
nicht fällbar ist; es bleibt stets noch Chinin in Lösung. Außerdem 
hinterläßt auch ein so behandelter chininfreier Harn stets einen 
mehr oder weniger großen Ätherrückstand. 

Daß Kleine und Mariani mit ihren Methoden keine ein- 
wandsfreien Resultate erzielen konnten, geht aus dem Gesagten 
hervor. Aber auch in anderer Hinsicht sind Bedenken zu äußern. 

Kleine untersuchte die Ausscheidung des Chinins nach Ein- 
gabe per ов, per clysma und nach subcutaner Applikation, und 
zwar nur während 24 Stunden. Über die weitere Dauer der Aus- 
scheidung ist keine Untersuchung angestellt, wohl aber schreibt er: 
„Ich glaube, daß mindestens noch weitere 24 Stunden Spuren von 
Chinin ausgeschieden werden. Gibt man nämlich an zwei auf- 
einanderfolgenden Tagen 1 g Chinin, so ist die zweite Kurve stets 
höher und die Ausscheidung am zweiten Tage größer als am ersten. 
Dies erklärt sich dadurch, daß in der Tat noch Chinin von der 


1) Gordin, Ber. d Deutsch. chem. Ges. 1899. 
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ersten Dosis her im Körper zur Resorption kommt.“ Gleich da- 
nach berichtet er von einem jungen Manne, der durch 3 Monate 
täglich 1 g Chinin erhielt und bei dem die Ausscheidung sich ,,іп 
den physiologischen Grenzen“ hielt. Hier scheint also keine Er- 
höhung der Ausscheidungszahl am zweiten oder den folgenden 
Tagen eingetreten zu sein. Protokolle darüber fehlen wenigstens. 

Was nun aber die Ausscheidung in den ersten 24 Stunden 
betrifft, so ist aus den bei Besprechung der Methode angeführten 
Gründen nur die Gesamtsumme in Betracht zu ziehen. Allen 
Schlüssen aus den ca. zweistündigen völlig ungleichen Harnpor- 
tionen fehlt die reale Basis. Bei Versuchspersonen, die је 1—2 g 
Chin. mur. per os nüchtern erhielten, wurden 19—27% im Harn 
ausgeschieden; von einem anderen Individuum, das 2 g auf vollen 
Magen erhielt, nur 9%,. Hieraus schließt Kleine, daß bei leerem 
Magen das Chinin bedeutend besser resorbiert wird wie nach der 
Mahlzeit; meines Erachtens ist die Zahl seiner Versuche zu gering, 
um diese Anschauung zu beweisen. In drei Versuchen wurde je 
2 g Chin. chlorhydr. per clysma gegeben und ca. 17%, wurden 
ausgeschieden. Bei subcutaner Applikation von 0,5 g Chin. chlor- 
hydr., in drei Fällen, wurden %—15%, ausgeschieden. Daß das 
übrige Chinin als Depot unter der Haut liegen bleibt und langsam 
resorbiert wird, hat Schmitz widerlegt, der einem Manne 7 Tage 
hindurch täglich zwei Spritzen Chin. mur. verabfolgte und keine 
Steigerung der ausgeschiedenen Menge sah, die nach Kleines 
Ansicht doch hätte eintreten müssen. 

Mariani hat über die Ausscheidung des Chinins zahlreiche 
Versuche gemacht, deren Ergebnis er in folgender Tabelle angibt. 
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Aus dieser Tabelle geht hervor, daß die Art der peroralen 
Einverleibung für die Ausscheidung ziemlich gleichgültig ist; von 
einer geringeren Ausscheidung nach Eingabe auf vollen als auf 
leeren Magen ist hier keine Rede; die hohen Zahlen bei Eingabe 
von schwerlöslichen Präparaten auf vollen Magen sind wohl auf 
die Fehler der Methode zurückzuführen. Übereinstimmend mit 
Kleine konnte Mariani die geringe Ausscheidung bei sub- 
cutaner Injektion nachweisen. Im einzelnen fand Mariani, daß 
die Ausscheidung in den ersten 24 Stunden ziemlich gleichmäßig 
verläuft, daß also nicht, wie Kleine behauptet, nach einem 
schnellen Anstieg die Ausscheidungskurve nach etwa 4 Stunden 
wieder ziemlich steil abfällt. Bei wiederholter Eingabe behauptet 
Mariani eine Erhöhung der Ausscheidung am 2. Tage beobachtet 
zu haben. Ich glaube durch meine eigenen Untersuchungen 
zeigen zu können, daß diese Erscheinung nicht konstant auftritt. 
Was die Dauer der Ausscheidung anbetrifft, so will Mariani in 
den ersten 4 Tagen das Chinin im Ätherextrakt des alkalisierten 
Urins noch mit der Thalleiochininreaktion, bis zum 9. aber durch 
eine immer schwächer werdende Fällung mit Kaliumquecksilber- 
jodid nachgewiesen haben. Mit Kaliumquecksilberjodid gibt 
aber auch der normale Harnextrakt in allen Fällen eine Trübung, 
wie ich mich überzeugen konnte; deshalb sind die Zweifel, die 
Mariani selbst hegt, berechtigt: „Könnte nicht die von mir 
angewandte Methode der Chiningewinnung aus Urinen, die doch 
immer Spuren von Eiweiß, Zellen, Epithelien, Leukocyten und 
Bakterien enthalten, die Bildung von künstlichen Ptomainen 
verursachen? Ich weise hierauf ausdrücklich hin, da ich mich 
nicht für berechtigt halte, die Dauer der Chininausscheidung bis 
zum Verschwinden der Jodquecksilberreaktion zu rechnen.“ 

Merkels Arbeit beschäftigt sich vor allem mit der Frage, 
in welchen Körper das nicht ausgeschiedene Chinin verwandelt 
wird, er will ein basisches Umwandlungsprodukt gefunden haben. 
Seine Versuchshunde schieden nach lange fortgesetzter Chinin- 
fütterung 12—140% des Alkaloids im Urin aus. Die Zerstörung 
war im Anfang nicht geringer als am Schluß des vierwöchigen 
Versuches. 

Schmitz, dessen Arbeit erst nach Abschluß des größten 
Teils meiner Experimente erschien, fand bei Eingabe per os unter 
den mannigfachsten Versuchsanordnungen eine Ausscheidung 
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von 19—31%, und zwar innerhalb dieser Grenzen regellos; von 
Erhöhung der Ausscheidung bei wiederholter Eingabe hat er 
nichts beobachtet. Bei subcutaner Injektion fand er geringere 
Ausscheidung, 11—21%,, bei mehrmaliger Injektion in einigen 
Fällen gerade in den letzten Tagen am wenigsten. Der Nachweis, 
daß der ausgeschiedene Körper echtes Chinin und nicht ein 
Derivat — z. B. das von Kerner substituierte Dihydroxyl- 
chinin — ist, ist von Schmitz durch Analyse des aus der isolierten 
Base hergestellten Sulfates, sowie des Platinsalzes und durch 
Schmelzpunktbestimmung erwiesen worden; die Merkelsche 
Base war im Menschenharn nicht vorhanden!). 

Ich benutzte zu meinen Untersuchungen?) nach Kerners 
Vorschlag die Phosphorwolframsäure als Fällungsmittel, da sie 
das Chinin quantitativ fällt). Ein Teil, meist 50 ccm, des bei 
großen Mengen auf ein kleines Volumen eingedampften Harnes *) 
wurde mit Salzsäure angesäuert und mit konzentrierter Phosphor- 
wolframsäurelösung so lange versetzt, bis bei weiterem Zusatz 
keine Trübung mehr eintrat. Daneben wurde mit der gleichen . 
Menge eine Kontrollprobe gemacht. Nach 24stündigem Stehen 
wurde abfiltriert; es war unbedingt nötig, den Niederschlag so 
lange absetzen zu lassen, da sonst die Flüssigkeit häufig trübe 


1) Als meine Untersuchungen bereits abgeschlossen waren, erschien 
von Giemsa und Schaumann eine Arbeit: „Pharmakologische und 
chemisch-physiologische Studien über Chinin“ als Beiheft zum Arch. f. 
Schiffs- u. Tropenhygiene 11. Hierin wird alles, was bisher über Chinin 
veröffentlicht ist, kritisch gesichtet und durch eigene Untersuchungen 
ergänzt. Ich kann diese Arbeit nur insofern berücksichtigen, als sie zu der 
meinen in direkter Beziehung steht. 

2) Zu besonderen: Danke bin ich den Vereinigten Chininfabriken 
Zimmer & Co. verpflichtet, die mir in liebenswürdigster Weise ihre Prä- 
parate zur Verfügung stellten. Ich habe alle Präparate bei etwa 115° 
vor der Anwendung auf Gewichtskonstanz getrocknet. Hierbei gaben sie 
das Krystallwasser ab. Aus diesem Grunde weichen meine Alkaloidgehalts- 
berechnungen von denen der übrigen Autoren (mit Ausnahme Merkels) 
ab, ohne daß dadurch die Endresultate verändert würden. 

3) Schaumann und Giemsa verwerfen die Phosphorwolframsäure 
als Fällungsmittel, wie sie Kerner benutzte, wegen der Ungenauigkeit der 
damit erzielten Resultate. Nach den von mir angegebenen Modifikationen 
ist der Methode dieser Vorwurf nicht mehr zu machen. 

4) Wie ich mich durch Kontrollversuche überzeugen konnte, wird 
durch das Eindampfen kein Chinin dem Nachweis entzogen. 
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durchging. Der Filterrückstand wurde sodann quantitativ in 
eine Abdampfschale gespritzt, in dieser zu dem weißlichen Brei 
auf dem Woasserbade Barythydrat in Substanz gefügt, bis die 
Reaktion stark alkalisch wurde. Die Umsetzung war auch ohne 
Lackmuspapier deutlich zu erkennen, da bei Eintritt der Al- 
kalescenz in der trüben Flüssigkeit sich das Unlösliche plötzlich 
flockig absetzte und die Flüssigkeit wasserklar ward. Jetzt fügte 
ich Tierkohle zur Entfärbung hinzu und dampfte unter häufigem 
Umrühren bis zur Trockne ein. Der Trockenrückstand wurde 
mit einem Metallspatel von der Schale abgekratzt und in einer 
Soxhlettüte gesammelt. Klebte der Rückstand, was sich einige 
Male ereignete, zu fest an der Schale, so löste ich ihn mit Salz- 
säure, alkalisiertte wieder mit Natriumcarbonat und dampfte 
nochmals bis zur Trockne ein; dann ließ er sich leicht lösen. 
Jetzt wurde die Schale einige Male mit Chloroform gewaschen, 
bis daß der Rückstand des verdunsteten Chloroforms keine 
Chininreaktion mehr gab, das Chloroform in den Kolben des 
Soxhletapparates gefüllt und hiermit der Trockenrückstand 
12 Stunden extrahiert, bis daß das abdampfende Chloroform kein 
Chinin mehr enthielt. Nach Abdampfen des Chloroforms verblieb 
eine braune Schmiere. Diese wurde in Äther gelöst, vom Unlös- 
lichen abfiltriert, der Äther verdunstet, der bräunliche Rückstand 
bei 115° getrocknet und gewogen. Er löste sich in Schwefelsäure 
unter starker Fluorescenz, die auf Zusatz von Salzsäure ver- 
schwand. Die saure Lösung gab die Thalleiochininreaktion, bei 
Zusatz von Alkali oder einem der Alkaloidreagenzien trat dichte 
Fällung auf. Der Rückstand war demnach als Chinin anzusprechen, 
das ja die Eigentümlichkeit hat, aus ätherischer oder Chloroform- 
lösung nicht krystallinisch, sondern als Schmiere zu erscheinen. 
Einige Versuche, die Methode zu vereinfachen, fielen ungünstig 
aus. Ich beobachtete, daß das Chininphosphorwolframat in 
Aceton löslich ist; Versuche, es aus dem ersten Niederschlag 
quantitativ zu isolieren, mißlangen aber. Auch konnte ich das 
zeitraubende Eindampfen des barytgemischten Niederschlags 
nicht vermeiden, da beim Filtrieren Chinin auch in das Filtrat 
überging. Das wiedergewonnene Chinin war durch den Zusatz 
von Tierkohle, sowie durch die doppelte Extraktion erst mit 
Chloroform, dann mit Äther von störenden Farbstoffen fast ganz 
befreit: Behandelte ich nämlich 1600 cem normalen hellbraunen 
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Harns ohne Chininzusatz in der angegebenen Weise, so erhielt 
ich 0,006 g Rückstand. Dies entspricht bei Eingabe von 0,5 g 
Chinin einer Verunreinigung von 1,2%, bei Eingabe von 1 g 
einer solchen von 0,6%. Diese geringen Mengen spielen aber bei 
der Beurteilung meiner Resultate keine Rolle. 

Daß ich aus dem Harn das Chinin quantitativ wiedererhielt, 
davon überzeugte ich mich dadurch, daß ich bestimmte Chinin- 
mengen zu Urinmengen von 1500 ccm, entsprechend einer Tages- 
portion, zusetzte, auf die Hälfte des Volumens einengte, mit 
50—100 ccm arbeitete und aufs Ganze berechnete. Hierbei er- 
hielt ich 96,4—98%, wieder. 

So gut diese Methode zur Isolation aus dem Harn zu ver- 
wenden war, so wenig gelang es mir, aus eiweißhaltigen Flüssig- 
keiten und aus Organen auf diese Weise das Chinin auch nur 
annähernd quantitativ wiederzugewinnen. Ich arbeitete hier mit 
Verlusten von 80—85% der zugesetzten Mengen. Trotz tage- 
langen Auswaschens der Eiweißrückstände mit angesäuertem 
Wasser vermochte ich sie nicht chininfrei zu erhalten. Denn 
kochte ich sie mit Alkali und extrahierte sie nach dem Ein- 
trocknen mit Äther, so erhielt ich immer noch einen chinin- 
haltigen Rückstand. Um diese Erscheinung zu erklären, ver- 
setzte ich Eiereiweißlösung mit einer durch Zufügen einiger 
Harnstoffkrystalle erhaltenen völlig neutralen 2—4prozentigen 
Lösung von salzsaurem Chinin. Es bildete sich ein dichter flockiger 
Niederschlag, der sich beim Stehen im Brutschrank noch ver- 
mehrte und sich nach 24 Stunden von der völlig klaren Flüssigkeit 
deutlich absetzte.. Eine Vermehrung des Niederschlages bei 
längerem Stehen — bis zu 6 Tagen — konnte ich, wenigstens 
bei groben Versuchen, nicht konstatieren. Der Niederschlag 
war rein weiß, amorph und gab alle Eiweißreaktionen; durch 
das anhaftende Chinin schmeckte er intensiv bitter. Es war also 
durch den Chininzusatz das Eiweiß zum Teil koaguliert worden. 
Die Fällung trat unabhängig von dem Verhältnis der Eiweiß- 
zur Chininlösung ein, derart, daß stets nur ein Teil des Eiweißes 
gefällt wurde, ein anderer aber in Lösung blieb. Das anhaftende 
Chinin vermochte ich nach Alkalisierung nicht durch angesäuertes 
Wasser auszuwaschen, sondern konnte es nur durch Chloroform 
oder Äther extrahieren. Nach ca. 20stündiger Extraktion war 
weder im Pulver noch in der Extraktionsflüssigkeit Chinin nach- 
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weisbar. Quantitativ konnte ich aus der Mischung von Eiweiß- 
und Chininlösung, d. h. getrennt aus Niederschlag und Filtrat, 
beide Körper wiedergewinnen, es hatte also keine chemische 
Bindung, sondern nur eine enge physikalische Umhüllung statt- 
gefunden. Versuche, die ich mit anderen Alkaloiden nach dieser 
Richtung hin anstellte, fielen negativ aus: weder Morphin, Atropin, 
Scopolamin, noch Strychnin in derselben Konzentration mit 
Harnstoffzusatz trübten Eiweißlösungen. Serumeiweiß verhielt 
sich genau so wie Eiereiweiß. Inwiefern etwa in dem Vermögen 
des Chinins, Eiweiß zu fällen, seine die Malariaplasmodien ver- 
nichtende Kraft beruht, müßte durch weitere Untersuchungen 
festgestellt werden, ebenso die genauen quantitativen und zeit- 
lichen Verhältnisse dieser Fällung?). 

Diese Verhältnisse müssen bei der quantitativen Chinin- 
bestimmung in Blut und Organen in Betracht gezogen werden. 
Bei dem mit Ringerscher Lösung verdünnten Blute, wie es 
zur Durchströmung der überlebenden Organe benutzt wurde, 
wurden 100 ccm zum Sieden erhitzt, mit Salzsäure eben an- 
gesäuert, so daß sich die Flocken von der völlig klaren Flüssig- 
keit gut absetzten. Auf der Nutsche wurde vom Rückstand ab- 
gesaugt und dieser bei 110° in einer Porzellanschale getrocknet. 
Das leicht gelbliche Filtrat wurde mit HCl angesäuert und mit 
Kaolin nach dem Verfahren von Rona und Michaelis?) ver- 
setzt, sodann wiederum abgesaugt. Das Filtrat war jetzt wasser- 
hell, ohne die geringste Spur von Eiweiß. Der Kaolinrückstand 
wurde bei 110° getrocknet, mit dem ersten Rückstand zusamnıen 
fein verrieben, mit Natronlauge bis zur starken Alkalescenz 
gründlich gemengt, wiederum bei 110° getrocknet und mit Chloro- 
form im Soxhlet extrahiert, das Chloroform verdunstet, der 
leicht gelbliche Rückstand getrocknet und gewogen. Er löste 
sich restlos in Schwefelsäure, gab die Fluorescenz- und Thal- 
leiochinin-, sowie sämtliche Fällungsreaktionen des Chinins. Das 

1) Auch Giemsa und Schaumann haben die Beobachtung gemacht, 
Чай sich eine Mischung von Eiweiß- und Chininlösung trübt. Sie führen 
diese Erscheinung auf ein Unlöslichwerden des Chinins zurück, übersehen 
aber anscheinend dabei, daß essich um eine Koagulation des Fiweißes handelt, 
und daß das Chinin nur in der dem Volumen des Koagulums entsprechenden 


Menge mitgerissen wird. 
2) Dirse Zeitschr. 5, 305, 1907. 
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Filtrat des Kaolinniederschlags wurde auf etwa 50 cem eingeengt, 
mit Natronlauge alkalisiert und mit Chloroform dreimal aus- 
geschüttelt. Das Chloroform wurde abgedunstet, der leicht gelb- 
liche Rückstand getrocknet und gewogen. Er gab sämtliche 
oben angegebenen Chininreaktionen. Die Summe ergab das in 
100 ccm vorhandene Chinin. Wie ich mich durch Chininzusatz 
zu normalem Blut überzeugen konnte, betragen bei dieser Methode 
die Verluste 2 bis höchstens 5%. Die eventuellen geringen Ver- 
unreinigungen durch Farbstoffe und andere Produkte fällt für die 
unten anzuführenden Versuche nicht ins Gewicht, da durch sie 
die gefundenen Zahlen nur zu hoch sein könnten. Quantitativ 
war aus den Rückständen das Chinin mit angesäuertem Wasser 
nicht auswaschbar, die getrennte Bestimmung aus Rückstand 
und Filtrat war daher unvermeidlich. 

Die quantitative Chininbestimmung aus der Leber bereitete 
zuerst große Schwierigkeiten, da auch hier das Chinin unaus- 
waschbar zurückgehalten wurde und die Unmenge von Gallen- 
abkömmlingen die Extrakte tiefschwarz färbte. 

Schließlich gelangte ich zu folgender Methode, die zwar 
umständlich ist, bei der ich mich aber durch qualitative Proben 
von der Chininfreiheit sämtlicher Rückstände überzeugen konnte: 
Die Leber wurde zerkleinert, zuerst auf dem Wasserbade, sodann 
im Trockenschrank bei 80° getrocknet und dann mit Seesand 
gründlich verrieben. Dieses Lebersandpulver wurde mit etwa 
100 ccm 25 prozentiger Schwefelsäure vermengt und im Schüttel- 
apparat 3 Stunden kräftig geschüttelt, sodann getrocknet und der 
Trockenrückstand im Soxhlet mit Chloroform so lange extrahiert, 
bis daß das ablaufende Chloroform wasserklar war. Auf diese. 
Weise war es mir möglich, einen Teil der Farbstoffe zu entfernen; 
denn das in Chloroform völlig unlösliche schwefelsaure Chinin 
blieb in der Filterpatrone zurück. Das so gereinigte Pulver wurde 
nunmehr bis zur stark alkalischen Reaktion mit Natronlauge 
versetzt und wiederum im Schüttelapparat 3 Stunden kräftig 
geschüttelt; der Brei nunmehr unter Zusatz von Tierkohle zur 
Trockne eingedampft, bei 80° völlig getrocknet, das Pulver 
wiederum im Soxhlet mit Chloroform extrahiert, bis daß das 
ablaufende Chloroform chininfrei war (dies trat einige Male erst 
naeh 36stündiger Extraktion ein). Das Chloroform wurde ver- 
dunstet, der braune Rückstand getrocknet und in verdünnter 


108 P. Grosser: 


Schwefelsäure gelöst. Durch ein kleines Filter wurde vom un- 
gelösten Rückstand abfiltriert und so lange mit verdünnter 
Schwefelsäure gewaschen, bis daß das Filtrat chininfrei war. 
Filtrat und Waschwasser wurden vereinigt, mit Natronlauge 
alkalisiert und mit Äther dreimal ausgeschüttelt. Der nach Ab- 
dunsten des Äthers zurückgebliebene leicht gelbliche Rückstand 
wurde getrocknet und gewogen. Er löste sich restlos in Schwefel- 
säure und gab alle Chininreaktionen. Bei Zusatz von bestimmten 
Chininmengen zu 100 g Leber (in drei Kontrollversuchen) er- 
hielt ich bei Anwendung dieser Methode 90—92% des Zu- 
gesetzten wieder. Die Methode war also für meine Zwecke hin- 
reichend genau; auch hier gilt für die Verunreinigungen das oben 
Gesagte. 

Ich prüfte zuerst die Angaben der Autoren darüber nach, 
wieviel Chinin bei einmaliger Einführung per os wieder im Harn 
ausgeschieden wird. In den ersten Fällen untersuchte ich auch 
den Kot, fand aber in Übereinstimmung mit früheren Angaben 
nur Spuren bis höchstens 1%. Quantitativ war die Dauer der 
Ausscheidung nur bis höchstens 48 Stunden nach der Einnahme 
annähernd genau festzustellen. Qualitativ, d. h. durch Thal- 
leiochinprobe mit dem Ätherextrakt des alkalisierten Harns, 
konnte ich in allen Fällen längstens 60—-72 Stunden nach der 
letzten Einnahme noch Chinin nachweisen, auch bei einem 
Schwarzwasserkranken. Nur bei einem an hochgradiger Obsti- 
pation leidenden, sonst gesunden 27jährigen Manne, der einen 
Teil des Chinins wieder ausbrach, war noch bis zu 105 Stunden 
Chinin nachweisbar; wahrscheinlich fand hier noch Resorption 
des im Darm gestauten Chinins statt. 


1. Gesunder, 26jähriger Mann nimmt 31,5 Stunden nach dem Mittag- 
essen 1,3314 g Chin. chlorhydr., entsprechend 1.1967 g reinen wasserfreien 
Chinins. Bald danach mäßiges Ohrensausen. Nach 20 Stunden im ganzen 
1800 ccm Urin gesammelt, darin 0,2149 g wasserfreien Chinins, also 17,99, 
dea eingenommenen. 

2. Gesunde, 43jährige Frau nimmt früh 6 h nüchtern 1.2745 g Chin. 
sulf., entsprechend 1,1070 g reinen Спі. 

1. Urin nach 6h 0,0285 р (2,56%), 
2. Urin nach 12h 0,0276 g (2,4999), 
3. Urin nach 24h 0,051 g (4,60%). 


In 24 Stunden also 0.1071 g Chinin, 9,65°, des eingeführten aus- 
geschieden. 
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3.*) Gesunder, 26jähriger Mann nimmt zusammen mit dem ersten 
Frühstück, bestehend aus einer Tasse Kaffee und einer Semmel, um 9 h 30 
a. m. 1 g Chin. sulf., entsprechend 0,8686 g reinen Chinins. Nach 3 Stunden 
tritt mäßiges Ohrensausen auf. 

1. Urin nach 6h 0,0496 g (5,6%), 
2. Urin nach 12h 0,1558g (17,7°,), 
3. Urin nach 24 h verloren, 

4. Urin nach 48h 0,0566 g (6,4%). 


Im ganzen nach 48 h 0,2620 g, d. h. 28,7°, der eingeführten Menge 
ausgeschieden, wobei aber der leider verlorene Harn der zweiten 12 Stunden 
fehlt. 

4.*) 30 jähriger gesunder Mann nimmt morgens nüchtern 1g Chin. 
chlorhydr., entsprechend 0,5958 р Chin. pur. Darauf gar keine subjektiven 
Beschwerden. 

1. Urin nach 6h 0,0354 g (3,995) 
2. Urin nach 12h 0,0990 g (11%), 
3. Urin nach 24h 0.0212 д (2,49), 
4. Urin nach 43 һ 0,0089 р (10). 
Zusammen nach 48 h 0,1645 g, d. h. 18,5%, ausgeschieden. 


5.*) Gesunder 24 jiihriger Mann nimmt 8 h a. m. nüchtern 1 g Chin. 
chlorhydr., entsprechend 0,8988 g Chin. pur. Etwa eine Stunde danach 
heftiges Ohrensausen, Übelkeit und Kopfschmerzen; diese Symptome 
legen sich aber nach etwa 3 Stunden. 

1. Urin nach 6h 0,1239 g (13,79%), 
2. Urin nach 12h 0,0708 р (7,895), 
3. Urin nach 24h 0,0597 р (6,4%), 
4. Urin nach 48h 0,0071 g (1%). 

Im ganzen nach 48 h 0,2615 g, d. h. 28.99, des eingegebenen Chinins 
wieder ausgeschieden. 

Da man erfahrungsgemäß mit einer einmaligen Chinindosis 
bei der Malariabekämpfung nicht auskommt, so untersuchte ich 
auch die Ausscheidungsverhältnisse bei Malariakranken, die 
mehrere Tage hintereinander teils prophylaktisch, teils im Fieber- 
anfall Chinin per os erhielten. 

6. 30jähriger Patient erhält beim Fieberabstieg eines typischen tro- 
pischen Tertianaanfalls 11 h a. m. 1,0718 g Chin. sulf., entsprechend 0,9303 g 
Chin. pur. per os. In den nach 24 Stunden gelassenen 2000 cem Urin sind 
0,25 g Chin. pur., d. h. 23,35°%, des eingegebenen nachweisbar. 24 Stunden 
nach der ersten Einnahme, um 11 h a. m. des folgenden Tages, nimmt 
derselbe Patient 1,1910 g Chin. sulf., entsprechend 1,034 g Chin. pur. Nach 
24 Stunden sind in 1720 сеш Urin 0,391 g Chin. pur., d. h. 37,8%, des ein- 


+) In den mit einem Sternchen bezeichneten Versuchen ist das Chinin 
nach der Schmitzschen Methode bestimmt. 
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gegebenen ausgeschieden worden, von den im ganzen eingegebenen 1,9643 g 
also 32,6% - 

7. 35jähriger Patient, mit tropischer Tertiana, erhält in der anfalls- 
freien Zeit, nachdem er 5 Tage vorher Chinin intramuskulär erhalten hat, 
vgl. Nr. 16, um 3 h р. m. 0,5 g Euchinin, entsprechend 0,4091 g Chin. pur. 
Nach 24 Stunden sind in 1800 ccm Urin 0,049 g Chinin, d. h. 12%, des ein- 
gegebenen ausgeschieden. Darauf dieselbe Dosis Euchinin, von der in weite- 
ren 24 h 0,055 g, d. h. 13.40; ausgeschieden werden, von den im ganzen 
eingegebenen 0,8182 g also 12,7%. 

8.*) 18jährige Patientin mit einheimischer Tertiana erhält am Morgen 
nach einem Fieberanfall 1 g Chin. chlorhydr., entsprechend 0,8988 g Chin. 
pur. per 08. 

1. Urin nach 6h enthält 0,0637 g (7°), 
2. Urin nach 24h enthält 0,1510 р (169). 
Jetzt erhält die Patientin wiederum 1 g Chin. mur. рег os. 
3. Urin nach 61 (nach der zweiten Einnahme) 
enthält 0,1682 g (18,729) 
4. Urin nach 12h enthält 0,0823 р (9,1°,,), 
5. Urin nach 24h enthält 0,0310 g (3,4°9). 
Jetzt wiederum 1 р Chin. тиг. рег os. 
6. Urin nach 24 h enthält 0,0956 g (10,6° ,), 
7. Urin nach 48h enthält 0,0159 р (1,7%). 

Im ganzen sind also 0,6077 g reinen Chinins, d. h. 22,50, der ein- 

gegebenen 2,6967 g ausgeschieden worden. 


Auch bei einer gesunden Frau untersuchte ich die Ausscheidungs- 
verhältnisse bei mehrmaliger Einverleibung: 

9. Gesundes 18jähriges Mädchen erhält morgens 10 h, 3 Stunden nach 
dem ersten Frühstück, 1,0923 g Chin. chlorhydr., entsprechend 9817 g Chin. 
pur. per os. In den darauffolgenden 24 Stunden werden 2000 ccm Urin ge- 
lassen, die 0,0865 g Chin. pur., а. h. 8,8%, des eingegebenen enthalten. 
Jetzt werden 0,931 g Chin. chlorhydr., entsprechend 0,8367 g Chin. pur. ein- 
gegeben. In den nächsten 24 Stunden werden davon 0,0965 р, d. h. 11,5% 
ausgeschieden. Von den nunmehr eingegebenen 0,9530 g Chin. chlorhydr., 
entsprechend 0,8565 g Chin. pur., werden nach 24 Stunden 0,2225 g, d. h. 
25,924 ausgeschieden. Von den in dreimal 24 Stunden eingegebenen 2,6749 g 
Chin. pur. wurden also im ganzen 15,1% ausgeschieden. 

Im Anschluß hieran untersuchte ich die Ausscheidung bei Eingabe 
in refracta dosi. 

10. Gesunder 25jähriger Mann erhält nach dem ersten Frühstück von 
10 h a. m. bis 6 h р. m. stündlich 0,1 g Chin. chlorhydr., entsprechend 
0.0898 g Chin. pur., im ganzen also 0,8082 g Chin. pur. 

1. Urin 12h nach der ersten Einnahme enthält 0,0575 g (7,1%), 
2. Urin 24h nach der ersten Einnahme enthält 0,0820 g (10,1%), 
3. Urin 36h nach der ersten, 27 h nach der 
letzten Einnahme enthält 0,08 g (9,700). 
Im ganzen sind also 0,2195 g, d h. 26,9°, ausgeschieden. 
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11. 32jähriger ehemaliger Malariapatient erhält in der fieberfreien 
Zeit nach der Mittagsmahlzeit von 2 h р. m. bis 6 h р. m. stündlich 0,1 g 
Chin. chlorhydr., entsprechend im ganzen 0,4494 g Chin. pur. Bis 24 h nach 
der ersten Einnahme werden 0,0584 g, d. h. 13,1% ausgeschieden. Von dem 
jetzt in derselben Menge und in der gleichen Weise gegebenen Chinin werden 
in den folgenden 24 Stunden 0,1336 g, d. h. 29,9% ausgeschieden, von den 
im ganzen eingegebenen 0,8988 g also 21,30. 

12. 35 jähriger Patient mit tropischer Malaria, der 14 Tage vorher einen 
schweren Anfall von Hämoglobinurie überstanden hat. erhält nach dem 
ersten Frühstück im Abstieg eines Fieberanfalles von 10 а. m. bis 2 h р. m. 
stündlich je 0,1 g Chin. chlorhydr., entsprechend im ganzen 0,4494 g Chin. 
pur. Hiervon werden in 24 Stunden 0,1260 g, а. h. 28%, ausgeschieden. Am 
folgenden Tage bei völlig normaler Temperatur erhält er in der gleichen 
Weise dieselbe Menge, von der nach 24 Stunden 0,0465 g, а. b. 10.3°, 
ausgeschieden werden. Von den im ganzen eingegebenen 0,8988 g sind also 
19.1% ausgeschieden. 

13. 30jähriger Patient, der mehrere \Vochen vorher den letzten Anfall 
von tropischer Malaria durchgemacht hat, erhält prophylaktisch nach dem 
ersten Frühstück von 11 h a. m. bis 8 h р. m. stündlich je 0,1 g Chin. mur., 
entsprechend im ganzen 0,8988 g Chin. pur. Davon werden bis 24 Stunden 
nach der letzten Einnahme 0,1112 g, d. h. 12,3%, ausgeschieden. Nunmehr 
erhält er bis 3 р. m. stündlich 0,2 g Chin. chlorhydr., im ganzen also wiederum 
0.8988 р Chin. pur., von denen er nach 24 Stunden 0,0780 g, а. h. 8,6%% 
ausscheidet. Jetzt erhält er nochmals fünfmal stündlich 0,2 e Chin. chlorhydr. 
und scheidet hiervon bis 24 Stunden nach der letzten Einnahme 0,0825 g. 
а. h. 9,1%, aus. Von den im ganzen eingeführten 2,6964 g sind also 10.7°,, 
ausgeschieden. 

Außer der Einverleibung per os untersuchte ich auch die intramusk шаге 
Injektion und verzichtete ganz auf die schmerzhafte und leicht Abscesse 
erzeugende subcutane Applikation. Merkwürdigerweise ist von keinem 
anderen deutschen Untersucher die intramuskuläre Injektion angewandt 
worden!). 

14. 20jährige gesunde Frau erhält um 10 h a. m. nach dem zweiten 
Frühstück 1,0551 g Chin. bihydrochl., gleich 0,861 g Chin. pur. in 3 ccm 
Wasser mit einigen Harnstoffkrystallen gelöst in die Glutaealmuskulatur 
injiziert. Nach etwa 1 Stunde hat sie bitteren Geschmack im Munde. 

1. Urin nach 6h 0,0399 g (4.6°,), 
2. Urin nach 12h 0,0680 g (7,8°,). 
3. Urin nach 24h 0,2000 р (23,2°%). 
Im ganzen sind also 0,3079 g, d. h. 35,6 g ausgeschieden. 


15. 40jähriger Mann mit tropischer Malaria erhält beim Fieberabstieg 
um 4һ р. m. 1,3185 g Chin. bihydrochl., entsprechend 1,076 g Chin. pur. mit 
etwas Harnstoff gelöst in die Glutaealmuskulatur injiziert. Nach 24 Stunden 
sind hiervon 0.2344 g, d. h. 21,8° , ausgeschieden. Darauf erhält er wiederum 


1) Auch nicht von Giemsa und Schaumann. 
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1,2624 g Chin. bimur., entsprechend 1,0302 g Chin. pur. injiziert. Hiervon 
werden nach 24 Stunden 0,4816 g, d h. 46,7%, ausgeschieden, von den 
im ganzen injizierten 2,1062 р also 34%. 

16. (Vgl. Nr. 7.) 35jähriger Mann, der mehrere Wochen vorher den 
letzten Anfall von tropischer Tertiana gehabt hat, erhält um 11 h a. m., 
nach dem zweiten Frühstück, 1,2 g Chin. bihydrochl., entsprechend 0,9793 g 
Chin. pur. in die Glutaealmuskulatur injiziert. Nach 24 Stunden sind 
hiervon 0,0852 g, а. h. 8,70, ausgeschieden. Jetzt erhält er wiederum die- 
selbe Menge injiziert und scheidet davon nach 24 Stunden 0,0822 g, d. h. 
8,40; aus, von den im ganzen injizierten 1,9586 g also 8,5%. 

17. Auch beim normalen Hunde untersuchte ich die Ausscheidungs- 
verhältnisse bei intramuskulüren Injektionen. Das Tier schied von 0,5057 g 
Chin. bimur., entsprechend 0,4127 g Chin. pur., nach 24 Stunden 0,05 g, 
а. h. 12,1%, aus, von den sodann injizierten 0,4925 g Chin. bimur., ent- 
sprechend 0,4019 g Chin. pur., nach weiteren 24 Stunden 0,0554 g, d. h. 
13,7°5, im ganzen also von 0,8146 р 12,9%. In den nächsten 24 Stunden 
wurden noch 0,0052 g ausgeschieden. d h. 0,6% der insgesamt injizierten 
Menge. 


Auch ich konnte also in allen Fällen nur Bruchteile des ein- 
gegebenen Chinins wiederfinden, die zwischen 8 und 469, schwank- 
ten. Einen Unterschied zwischen Eingabe in Einzel- oder geteilter 
Dosis konnte ich nicht konstatieren!). Marianis Anschauung, 
als ob diese Schwankungen durch die mehr oder weniger große 
Löslichkeit der Salze bedingt sei, kann ich nicht beitreten, denn 
іп Fall 2 sind 9,67%, in Fall 3 28,7%, in Fall6 32,6%, vom schwer- 
löslichen schwefelsauren Chinin ausgeschieden worden, beim be- 
deutend leichter löslichen salzsauren Chinin sind ebensolche 
Schwankungen zu verzeichnen, und vom sehr schwer löslichen 
Euchinin zeigt die Ausscheidungsgröße einen Mittelwert, 14%. 
Wie verhält es sich aber mit dem von Kleine betonten Einfluß, 
den die Füllung des Magens auf die Resorption ausübt? Kleine 


1) Giemsa und Schaumann behaupten, daß bei Einführung in 
refrcta dosi die Ausscheidungszahl höher wäre als bei Einzelgabe, 23,8% 
gegen 27,8% im Mittelwert. Ich kann aus diesem geringen Unterschiede 
keine derartige Folgerung ziehen. Denn zur Ermittlung des Wertes 23,5% 
sind sieben Fälle benutzt, in denen die Ausscheidung zwischen 19,6 und 
29,325 schwankt, zur Ermittlung des Wertes 27,80, acht Fälle, in denen 
sich die Ausscheidung zwischen 24,2 und 31,350 bewegt. Mit diesen wenigen 
Fiilen, die untereinander Schwankungen bis fast 109, aufweisen, Vergleichs- 
mitielwerte zu bilden und, weil diese um nur 4°, differieren, auf ver- 
schiedene Ausscheidungsverhältnisse zu schließen, ist doch wohl kaum 
angiingiz. 
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behauptet, daB bei leerem Magen am meisten ausgeschieden 
würde, Mariani fand das Gegenteil. Aus meinen Ergebnissen 
erhellt, daß die Magenfüllung völlig irrelevant ist, denn in Fall l, 
Eingabe 3 Stunden nach dem Mittagessen, sind 18%, in Fall 2 
nüchtern nur 9,67%, ausgeschieden worden. Hingegen sind in 
Fall 5 nüchtern 28,99, in Fall 3 bei gefülltem Magen ungefähr 
dieselbe Menge, 28,7%,, ausgeschieden worden. Die Füllung des 
Magens hat also keinen Einfluß auf die Resorption. Es ist auch 
a priori nicht zu verstehen, wie hier eine Wechselwirkung eintreten 
soll. Der Magen selbst resorbiert nichts oder fast nichts, das in 
der Salzsäure gelöste Chinin passiert zum größten Teil mit der 
Flüssigkeit den Pylorus, ein geringer Teil wird durch die noch 
länger im Magen verweilenden festen Bestandteile, vor allem 
durch das Eiweiß, umhüllt und zurückgehalten, und schließlich 
wird alles vom Darm aus resorbiert. 

In direktem Widerspruche mit Kleine stehen meine Ergeb- 
nisse in bezug auf die zeitliche Größe der Ausscheidung. Ich 
konnte keineswegs den steilen Anstieg und langsamen Abfall der 
Ausscheidungskurve beobachten, vielmehr war die Ausscheidung 
teils eine gleichmäßige innerhalb der ersten 24 Stunden (z. B. 
Fall 2), teils wurde in den zwischen 6 Stunden relativ am meisten 
eliminiert (z. B. Fall 3 und 4), in Fall 5 wurde allerdings in den 
ersten 6 Stunden ebensoviel ausgeschieden wie in den folgenden 18, 
ähnlich im Falle 8, nach zweimaliger Chinineinverleibung. Von 
einer konstanten Erscheinung kann also keineswegs gesprochen 
werden. Bei der Eingabe in refracta dosi hatten dieselben Ver- 
hältnisse statt. Bei der intramuskulären Injektion schieden die 
Versuchspersonen 8,5—46,7%, aus, letzteren hohen Wert erhielt 
ich bei Fall 15, wo es sich um die Wiederholung der Injektion 
bei einem Malariakranken handelte. Der Versuchshund schied 
bei wiederholter Injektion 12—13%, aus, entsprechend den 
Zahlen, die Merkel bei Verfütterung von Chinin erhalten hat. 

Vergleichen wir nun die Ausscheidungsverhältnisse bei intra- 
muskulärer Injektion und Eingabe per os, so sind keine wesent- 
lichen Unterschiede festzustellen. In beiden Fällen schwankt 
die Ausscheidungszahl innerhalb beträchtlicher Grenzen. In 
beiden Fällen konnte durch Wiederholung der Eingabe keineswegs 
konstant eine Erhöhung der Ausscheidung am zweiten Tage fest- 
gestellt werden. Ausnahmen machen Fall 9 und vor allem die 
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beiden Malariafälle 6 und 15. Bei Fall 9, wo die Ausscheidungs- 
zahlen innerhalb der gewöhnlichen Grenzen 8—25%, schwanken, 
möchte ich diese Erscheinung als eine zufällige ansprechen, zumal 
z. B. bei den Fällen 12 und 13 keine Erhöhung, sondern zu- 
fälligerweise eine Erniedrigung der Ausscheidung nach der zweiten 
Eingabe statthatte, wie sie auch Schmitz beobachtet hat!). 

Anders verhält es sich mit den beiden Malariafällen 6 und 15. 
Hier ist der Unterschied sehr ртов, und die Zahlen für den 
zweiten Tag sind unverhältnismäßig hoch, so daß die Frage 
berechtigt ist, ob hier nicht ein Einfluß des Malariafieberanfalls 
auf den Ausscheidungsmodus besteht. Um diese Frage zu be- 
antworten, müßte man sich erst eine Vorstellung darüber bilden, 
was mit dem nicht wiedergefundenen Chinin geschehen ist. Es 
bestehen zwei Möglichkeiten: | 

1. Daß es im Körper zurückgehalten und allmählich in so 
kleinen Mengen wieder ausgeschieden wird, daß es dem Nachweis 
entgeht; 

2. daß es vom Körper zerstört wird. 

Gegen die erste Annahme sprechen mehrere Gründe. Wenn 
das Chinin nur zurückgehalten würde, so würde nicht der sehr 
große Unterschied in der Ausscheidung während der ersten 
24 Stunden und der folgenden Zeit bestehen. In den zweiten 
24 Stunden nach der letzten Eingabe konnte ich doch stets nur 
ganz geringe Mengen des Alkaloids nachweisen, und am dritten 
Tag war die Ausscheidung quantitativ überhaupt nicht mehr zu 
bestimmen. Außerdem müßte dann wirklich die von Kleine 
und Mariani postulierte, von Schmitz und mir widerlegte 
Erhöhung der Ausscheidung nach wiederholter Eingabe statt- 
finden, da ja dauernd Chinin zur Resorption vorhanden wäre. 
Dieser ersten Annahme widersprechen also die Tatsachen. Міс 
steht es aber mit der zweiten! 

Träfe sie zu, dann müßte ein Weg gefunden werden, um die 
Fähigkeit des Körpers, resp. eines Organes zu demonstrieren, 
Chinin zu zerstören. Ich glaubte, da der gesamte Körper sich zu 
solchen Versuchen nicht eignet (Ratten und Mäuse gingen schon 


1) Giemsa und Schaumann behaupten, daß bei langdauernder 
Chinindarreichung der Körper schließlich die Fähigkeit erlangt, mehr 
Chinin zu zerstören als im Anfang. Dem widersprechen doch aber auch 
die sich über Wochen erstreckenden Versuche von Merkel. 
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bald nach dem Einspritzen kleinster, für die Analyse ungenügender 
Mengen zugrunde), dadurch der Frage näher treten zu können, 
daß ich überlebende Organe künstlich unter Chininzusatz durch- 
blutete!). Die Leber schien mir für diesen Zweck das geeignete 
zu sein, da sie ja auch andere, z. B. endogene Gifte zerstört und 
sich auch technisch für Durchblutungsversuche sehr gut eignet. 
Die Durchblutungsversuche wurden mit dem Apparate von 
Brodie gemacht. Herrn Prof. Dr. René du Bois-Reymond 
danke ich auch an dieser Stelle für die große Liebenswürdigkeit, 
daß er mir nicht nur den Apparat zur Verfügung stellte, son- 
dern auch selbst unermüdlich die damit vorgenommenen Unter- 
suchungen leitete. Die Technik der Versuche war folgende: 


Eine Katze wurde aus der Carotis entblutet, von der anderen Carotis 
aus wurde der Körper mit Ringerscher Lösung durchgespült. Die ab- 
laufende Blutflüssigkeit wurde sofort defibrinierte Nachdem ungefähr 
150 ccm abgeflossen waren, wurde das Tier getötet, die Blut-Ringer-Mischung 
filtriert. Aus dem Körper wurde sodann die Leber herauspräpariert, Gallen- 
gang und Arterie abgebunden und in die Vena cava, wie auch in die Pfort- 
ader-Kanülen eingebunden. Die so vorbereitete Leber wurde in die zum 
Apparat gehörige, auf Körpertemperatur erwärmte Kammer gebracht 
und die Kanülen an den Brodieschen Apparat angeschlossen. Dieser ist 
so konstruiert, daß das Blut aus einem in einem Wasserbade von 40° be- 
findlichen Glasballon durch Sauerstoffdruck durch die Leber gepumpt und 
gleichzeitig arterialisiert wird. Aus der Leber fließt es in ein Gefäß, aus dem 
es durch eine elektrisch betriebene Pumpe wieder in den Sauerstoffballon 
gehoben wird. Die Pumpe ist durch eine von Herrn Prof. Du - Bois - 
Reymond angegebene Vorrichtung so regulierbar, daß eine völlig gleich- 
mäßige Durchströmung erzielt werden kann. Die Durchströmung ließ 
sich 2 Stunden fortsetzen. Dann wurde ihr dadurch Einhalt geboten, daß 
sich das Blut nicht mehr arterialisieren ließ und daher nicht mehr durch die 
Leber Пов. Aus der Leber sickerten geringe Mengen Blutes heraus, die 
aus dem untergestellten Gefäß abpipettiert und wieder in den Kreislauf 
gebracht wurden. Sobald die Durchströmung gut im Gange war, fügte ich 
ganz allmählich (zur Vermeidung von Koagulation) 0,5 g Chin. hydrochl. 
(entsprechend 0,449 g Chin. pur.) in 5%, durch Harnstoffzusatz erhaltener 
Lösung zum Blut hinzu. Nach Beendigung des Versuchs wurde das ganze 
Gefäßsystem des Apparates und der Leber mit Ringerscher Lösung durch- 
gespült und die Spülflüssigkeit zum Blut gefüllt. Von der so erhaltenen 
ca. 500 ccm betragenden Flüssigkeitsmenge wurden zweimal 100 cem 

1) Mariani zitiert eine Arbeit von Heger, der Durchblutungs- 
versuche anstellte.e Es war mir nicht möglich, diese Arbeit im Original zu 
erhalten, so daß ich nicht beurteilen kann, inwieweit die Hegerschen Ап- 
gaben zu verwerten sind. 
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abpipettiert und in ihnen nach der oben angegebenen Methode das Chinin 
bestimmt und auf die Gesamtflüssigkeit berechnet. Die Kontrollen stimmten 
untereinander bis auf Milligramme genau. Die Leber, die stets noch geringe 
Mengen Blut enthielt, wurde nach der obengenannten Methode verarbeitet. 


Die Resultate waren folgende: 
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Versuch Summa | Verlust 
im Blut | in der Leber 
Nummer | % | ° | % | ИИА 
1 | му эзвл Op 5774 
2 | 10,0 | 12.9 | 29,9 77,1 
3 | 16,7 | 24,4 | 41,1 58,9 
4 | 18,8 | 31,1 Ä 44,9 55,1 


Bei den Versuchen 1, 2 und 3 wurde 2 Stunden durchblutet, bei 4 nur 
Dis Stunden. Bei 1, 3 und 4 sickerte ziemlich viel Blut durch das Leber- 
parenchym hindurch und mußte deshalb häufig wieder in den Kreislauf 
zurückgegossen werden. Versuch Nr. 2 gelang technisch am besten, da 
hier fast gar kein Blut durchsickerte und daher die zugefügte Chininmenge 
ununterbrochen während der zwei Stunden die Leber passierte. Möglicher- 
weise ist hierdurch der große Chininverlust erklärt. Ich möchte ihm aber 
viel weniger Bedeutung beimessen wie der Tatsache, daß der Chininverlust 
in den drei übrigen Versuchen eine fast konstante Größe hat. 


Hierdurch ist bewiesen, daß die Leber die Fähigkeit hat, 
Chinin zu zerstören, wobei ich mir wohl bewußt bin, daß die von 
mir gefundenen Zahlen nur annähernd quantitative sind (siehe 
Methodik). 

Auf diese Leberfunktion, die vielleicht durch die Tätigkeit 
anderer Organe noch unterstützt wird, kann man nun die oben 
erwähnte auffallend hohe Ausscheidung der beiden Malaria- 
kranken zurückführen, wenn man annimmt, daß durch die 
Krankheit die Leber so geschädigt ist, daß sie das Chinin nicht 
in dem gewöhnlichen Umfange zerstören kann. Interessant wäre 
es auch, bei Schwarzwasserkranken die Ausscheidungsverhältnisse 
der den Anfall verursachenden Chininmenge kennen zu lernen. 
Sollte sehr viel hierbei ausgeschieden werden, so könnte man 
annehmen, daß die Leber durch die Malaria so angegriffen ist, 
daß sie das Chinin nicht mehr zerstören kann und dieses daher in 
besonderem Maße giftig wirkt!). 


1) Giemsa und Schaumann haben in der Tat bei Schwarzwasser- 
kranken erhöhte Ausscheidung festgestellt. 
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Die Folgerungen, die aus meinen Untersuchungen für die 
Malariatherapie zu ziehen sind, wird Herr Prof. Plehn an anderer 
Stelle veröffentlichen. Ich will hier nur bemerken, daß die Be- 
urteilung der Versuche in praktischer Hinsicht deshalb sehr er- 
schwert ist, weil es noch völlig ungeklärt ist, ob denn überhaupt 
das zerstörte, d. h. nicht im Urin ausgeschiedene Chinin der Ein- 
wirkung auf die Plasmodien entzogen ist, oder ob etwa das 
Alkaloid erst im Organismus zugrunde geht, nachdem es die 
Plasmodien vernichtet hat. Diese Überlegung vergaßen bisher 
alle Autoren bei ihren praktischen Folgerungen anzustellen. 

Zum Schluß danke ich Herrn Prof. Plehn dafür, daß er 
nicht nur mein Interesse für den behandelten Gegenstand erweckt, 
sondern mich auch bei der Anordnung der Versuche angelegent- 
lichst unterstützt hat. 


Der Einfluß der chemischen Konstitution 
der Stiekstoffnahrung auf die Gärfähigkeit und die 
Wachstumsenergie verschiedener Pilze. 


Zweite Mitteilung.!) 


Von 
Hans Pringsheim. 


(Aus dem Landwirtschaftlich-Bakteriologischen Institut der Universität 
Göttingen.) 


(Eingegangen am 9. Dezember 1907.) 


Nachdem sich gezeigt hatte, daß die Stickstoffnahrung die 
Protoplasmafunktionen der Hefe insofern beeinflußt, als nur 
Hefe gärfähig war, welche mit einer die Aminosäurerestgruppe 
—NH — CH —CO — enthaltenden Stickstoffquelle ernährt wurde!), 


schien es geboten, die Frage zu prüfen, ob diese Beeinflussung 
eine allgemeine und die Heranzucht gärender Pilze überhaupt 
von der Art der Stickstoffquelle im geschilderten Sinne abhängig 
ist. Auf diese Weise sollten die bei der Hefe gewonnenen Resultate 
ergänzt und womöglich bestätigt werden. Unsere allgemeine 
Kenntnis biologischer Vorgänge ließ jedoch kaum erwarten, 
daß wir eine so allgemeine Gesetzmäßigkeit vorfinden würden. 
Die Untersuchung führte jedoch von neuem zu einem wohl- 
definierten Ergebnis, welches in seiner Gesamtheit die an der 
Hefe gesammelte Erfahrung bestätigt. Es geht dahin, daß eine 
Reihe von Pilzen, wie die Hefe, nur Gärung hervor- 
rufen, wenn ihnen die EES in der 


1) Erste Mitteilung. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 4048, 1906; 
diese Zeitschr. 3, 121—286, 1907. 
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Stickstoffquelle geboten wird, während andere von 
der Art der Stickstoffnahrung in der Ausbildung des 
gärkräftigen Plasma unabhängig sind. Hierbei muß nun 
hervorgehoben werden, daß diese Abhängigkeit in ganz systema- 
tischer und innerhalb der verwandten Stickstoffquellen aus- 
nahmsloser Art hervortrat, wobei besonders zu erwähnen ist, 
daß sich die Harnsäure, wie bei der Hefe, wieder den Aminosäuren 
anreihte und wie diese ein gärkräftiges Plasma auszubilden 
gestattete. 

Ein Teil der verwandten Pilze gab eine reichlichere Pilzernte 
als die Hefe. Es gelang also bei ihnen in noch unzweifelhafterer 
Weise nachzuweisen, daß die geringere Entwicklung auf Stickstoff- 
quellen, die kein gärkräftiges Plasma auszubilden gestatten, nicht 
die Schuld am Ausbleiben der Gärung trägt. 

Diese kräftigere Pilzentwicklung gestattete es auch, die Pilz- 
ernte zu bestimmen; hierbei zeigte sich nun, daß eine Pilzart, 
welche in ihrer Gärfähigkeit von der Stickstoffnahrung unbeein- 
flußt gelassen wird, auch in ihrer Wachstumsenergie, mit einer 
für derartige Untersuchungen im allgemeinen beobachteten Über- 
einstimmung, von der Art der Stickstoffquelle unabhängig ist. 
Die andern Pilze folgen dem von Czapek!) nach Versuchen mit 
Aspergillus niger aufgestellten Gesetz, daß Aminosäuren für das 
Pilzwachstum die förderlichsten Stickstoffquellen sind. Auch von 
diesem Gesetz kommen daher Ausnahmen vor, da die oben er- 
wähnte Pilzart, die Allescheria Gayoni, auf anderen Stickstoff- 
quellen ganz so hohe Pilzernten wie auf Aminosäuren gibt. 

Nach der allgemeinen Kenntnis, die wir von der Beeinflussung 
derartiger biologischer Eigenschaften durch die Ernährung haben, 
sind die besprochenen Tatsachen und Ausnahmen nicht be- 
fremdend. Nur eins muß als auffallend bezeichnet werden. Unter 
den zur Prüfung herangezogenen Pilzarten Mucor razemosus, 
Rhizopus tonkinensis, Torula I, Allescheria Gayonii und Torula V 
gliedern sich die ersten drei der Hefe an, während die zwei letzten 
Arten durch die Stickstoffnahrung nicht in der Gärfähigkeit be- 
einflußt werden. Auch Monilia candida, die bisher nur in Reagens- 
glasversuchen nach dem Augenschein geprüft wurde, scheint sich 
wie Hefe zu verhalten. 


1) Beiträge z. chem. Physiol. u. Pathol. 1, 538; 2, 557; 3, 47, 1902/03. 
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Die Allescheria ist durch morphologische Eigenschaften von 
Hefe unterschieden. Weiterhin kommen ihr physiologische Merk- 
male zu, die sie scharf von Hefe trennen. Hier ist die Fähigkeit, 
Nitrate als Stickstoffquellen auszunutzen!) und auf Alkohol als 
Kohlenstoffquelle zu wachsen?), zu nennen. Von den andern 
Pilzen unterscheidet sie sich noch dadurch, daß Alkohol von 
ihr auch im Moment der Sporenkeimung assimiliert wird?). 
Morphologisch ist die Trennung von den andern Schimmelpilzen 
eine weniger leicht zu charakterisierende; sie beruht nach der 
heutigen Kenntnis nur auf einer Einteilung, die die Art der 
Conidienträgerbildung zur Grundlage hat?). 

Torula V dagegen ist ein der Hefe sehr ähnlicher, von ihr 
nur durch den Mangel an Sporenbildungsvermögen unterschiedener 
Organismus, der sich überdies von Torula I nur durch geringe 
morphologische Merkmale wie die unter gewissen Kulturbedin- 
gungen auftretende Ausbildung von keulen-, wurst- und mycel- 
fadenförmigen Zellen im Gegensatz zu gedrungenen Zellformen 
bei I unterscheidet). Dazu kommt noch, daß bei V Schleim- 
bildung) stattfindet, was bei I nicht der Fall ist. 

Es ist in hohem Grade auffallend, daß zwei Pilzarten, die 
sich in ihrem sonstigen Verhalten so nahe stehen wie Torula I 
und V, einen solchen Unterschied in bezug auf die Beeinflussung 
durch die Stickstoffnahrung erkennen lassen. Allerdings muß 
hervorgehoben werden, daß gerade bei Torulaarten Gärungs- 
und Wachstumsenergie im Vergleich zu den andern geprüften 
Pilzen gering sind, und deshalb eine so scharfe Unterscheidung 
der zu prüfenden Faktoren erschwert wird. Über andere physio- 
logische Merkmale dieser Pilze sind wir bisher wenig informiert. 
Möglicherweise werden noch neue wesentliche Unterschiede 
zwischen ihnen zutage treten. 

Die Beobachtungen sind durch die folgenden experimentellen 
Daten begründet, welche nach ihrer Angabe im Detail erwogen 
werden. 


1) Laborde, Annal. de I’Inst. Pasteur 11, 3, 1897. 

2) Laborde а. а. О. 8. 20. 

3) Nach Wehmer Lafar 4, 10. Kap., 192. 

4) Н. Will, Centralbl. f. Bakt. (Abt. II) 17, 7, 1907. 

6) Auch von Will angegeben Centralbl. f. Bakt. (Abt. II) 17, 76, 1907. 
dh 
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Experimenteller Teil. 


Die Heranzucht der Pilze geschah auf steriler 10 prozentiger 
Zuckerlösung, welche neben einem Zusatz von Salzen (0,75 g 
K,HPO,, 0,1 g MgSO,, Spuren von NaCl und FeSO, pro Liter) 
eine 0,08%, Stickstoff enthaltende Menge der Stickstoffquellen, 
einer Menge, die sich in den Versuchen mit Hefe als am geeig- 
netsten zur Auslösung einer schnellen Gärung erwiesen Һаќёе!), 
enthielt. Mucor razemosus, Torula?) I und V wurden auf Rohr- 
zucker, Rhizopus und Allescheria?), die Rohrzucker schlecht ver- 
gären, auf Traubenzucker gezüchtet. Geimpft wurde aus in 
kräftigem Entwicklungsstadium befindlichen Kulturen mit einer 
Öse Nährflüssigkeit. Cza pek?) hat für Aspergillus niger konsta- 
tiert, daß Impfung mit verschieden großen Mengen von Conidien 
keinen Einfluß auf die Pilzernte hat. Die Kulturen wurden im 
Brutzimmer für das Wachstum optimaler Temperatur Rhizopus 
bei 36—38°, Allescheria bei 28°, Mucor und Torula bei 23° ge- 
halten. Durch Zusatz von Sodalösung war dafür gesorgt worden, 
daß die Kulturflüssigkeit in allen Fällen neutrale Reaktion 
zeigte, damit die Wachstumsintensität von der Beeinflussung 
durch den Säuregrad unabhängig war. й 

Für die Versuche wurden die іп den Tabellen genannten 
Stickstoffquellen verwandt. Acht enthielten die Aminosäure- 
restgruppe, sieben den Stickstoff in anderer Bindung, und zwar 
als primäres, sekundäres und tertiäres Amin, als ringständigen 
Stickstoff im Pyridin und als Amidstickstoff im Acetamid. 


Alkoholbildung. 


Die Versuche wurden Ende Februar angestellt. Als dann 
eine Verarbeitung der Kulturen aus äußeren Gründen hinaus- 
geschoben werden mußte, wurde auf diejenigen Gärkolben, welche 
starke sichtbare Gärung zeigten, Gärverschlüsse aufgesetzt. 
So gelang es, bei ihnen die Kohlensäurebildung gleichzeitig zu 
bestimmen und die gesamte Alkoholmenge bis zur Verarbeitung 


1) А. а. O. S. 187. 

2) Die Torulakulturen erhielt ich von Herrn Prof. Н. Will, München, 
die von Allescheria von Herrn Prof. Maze, Paris. Ich spreche diesen 
Herren auch hier meinen Dank aus. 

з) A. a. О. I, 539. 
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Ende Oktober, also für 8 Monate, zu erhalten. Deshalb sind in 
den Tabellen diese Alkoholzahlen durch größeren Druck hervor- 
gehoben. Bei den andern Kulturen dürfte in den Fällen intensiver 
Alkoholbildung ein Teil verdunstet sein. Da dies aber nur bis zu 
einem Grade der Fall war, der noch eine deutliche Alkoholbindung 
im Gegensatz zu den Kulturen, welche keinen gebildet hatten, 
nachzuweisen gestattete, so wurde über diesen Mangel der Ver- 
suchsanstellung hinweggesehen; dies schien aus mehreren Grün- 
den berechtigt. Erstens trat Alkoholverlust nur in ein paar 
Fällen bei Rhizopus und Mucor auf, für die in den mit Gär- 
verschluß versehenen Kulturen die von andern Autoren an- 
gegebene Alkoholbildungszahl gefunden wurde!), zweitens 
waren die für die Untersuchung wichtigsten Pilzkulturen der 
Allescheria ausnahmslos mit Gärverschluß versehen worden, 
drittens wurde bei Torula I?) und У die Alkoholbildungszahl, 
welche Will für diese Arten angibt, gefunden, und viertens, 
und das ist der wichtigste Punkt, kam es für den der ganzen 
Prüfung zugrunde liegenden Zweck hauptsächlich auf die Be- 
antwortung der Frage an, ob überhaupt Alkohol gebildet wurde 
oder nicht? 


Mit Allescheria konnte ich die von Laborde?) angegebene Alkohol- 
bildungsmenge von mehr als 8°, auf Invertzucker іп keinem Falle erreichen. 
Allerdings erwähnt dieser Autor, daß die Tendenz, die Gärung zu unter- 
halten, bei Traubenzucker etwas geringer als bei Invertzucker 1514). Auch 
die Pilzernte blieb, wie sich im folgenden zeigen wird, weit hinter der von 
diesem Autor erzielten zurück. Die geringeren Alkoholbefunde auf eine 
Verzehrung dieses durch den Pilz zuräckzuführen, ist nicht angängig. 
Einmal trat eine zu gute Übereinstimmung zwischen Kohlensäure- und 
Alkoholbildung auf, und außerdem war der Alkohol durch das noch reich- 
liche Vorhandensein von Zucker geschützt. : 


Tabelle I enthält die Alkoholbildungszahlen in Prozenten. 
Sie wurden genau bei 15° durch die Westphalsche Wage er- 
mittelt. 


1) Vgl. hierzu die in der nachstehenden Abhandlung gemachten Be- 
merkungen. 

2) Will fand für Torula I cin Alkoholbildungsvermögen von 0,64", 
in guter Übereinstimmung mit meinen Resultaten. 

3) A. а. О. S. 38. 

1) А. а. О. 8. 12. 
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Tabelle І. 


Alkoholbildungsvermögen verschiedener Pilze auf verschiedenen Stickstoffquellen. 
10° Zucker. Salze. 






























е H | 
Ar der Rhizopus 'Allescheria Mucor Torula I | Torula У. 
tonkinensis Gayonii | razemosus 
Stickstoffquellen | 
0,08% п СО. Alkohol, COs Alkohol | СО, |Alkohol| Alkohol Alkohol 
| ккк | ais % % 


















Glykokol . . .| 1,73 | 1,90 | 313 | 8,13 | 2,00 | 224 | 0,59 1,69 
Alanin . . . .| 1,97 | 1,29 | 3,73 | 821 | 113 | 2,11 | 0,60 0,49 
Phenylalanin . .| — | (0,60) verloren — |(1,36) 0,65 0,92 
Phenylglykokoll | — | (0,57)? 1,4 201 | — |(0,45)? 0,65 1,07 
Asparaginsäure .| 1,54 | 1,55 | 3,47 | 8,48 | — |(0,65)2| 0,60 1.06 
Asparagin . . . 1,93 | 1,92 | 340 | 8,51 | 140 | 2,9 | 0,53 0,49 
Tyrosin... . .| — | 1,33 13,73 | 3,60 | — |(0,90)# verloren | 1,66 
Harnsäure . . 1 1,00 | 1,17 | 2,77 | 2,65 | 1,77 | 2,27 | 0,61 1,49 
Metanilsäure . | — |011| 3,8 | 3,48 | — | 010| ou 0,86 
Sulfanilsäure . .| — | 010! 3,5 | 8,38) — | 010 | ou 0,94 
Naphthionsäure | — | 0,11 | 3,8 | 845! — | 0,10! 0,97 1,59 
Methylanilin . .| — ! 010, 35 | 848! — |012] 0,11 0,94 
Dimethylanilin | — 0,10 | 40 | 8,48 | — | 0,14 | 0,13 1,15 
Acetamid .../ — | 010 | 25 340 | -- 1022 0,55 1,55 
Pyridinchlorhydr. — | 011 | 36 851. — |092! om 1.31 


Die in Tabelle I zusammengestellten Resultate geben den 
experimentellen Beweis für das in der Einleitung Gesagte. Wäh- 
rend Allescheria und Torula V in ihrer Gärfähigkeit von der 
Art der Stickstoffnahrung unabhängig waren, trat bei Rhizopus, 
Mucor und Torula I wieder der bei Hefe beobachtete Einfluß 
hervor. Die für diese drei Pilze mit Stickstoffquellen ohne die 
Aminosäurerestgruppe gefundenen Alkoholwerte liegen inner- 
halb der Versuchsfehler der Bestimmungsmethode. Nur Torula I 
gab mit Acetamid ebensoviel Alkohol wie auf Aminosäuren. 
Auch für die Pilzernte bildete Acetamid, wie im folgenden gezeigt 
wird, eine Ausnahme, die sich durch die zu Verkettungen ge- 
eignete Struktur dieses Körpers erklären läßt. 

Eine Äußerung über die Differenzen der Alkoholbildung im einzelnen 
und über das Verhältnis zwischen Kohlensäure- und Alkoholbildung liegt 


nicht innerhalb der an diese Untersuchungen gestellten Frage. Für diesen 
Zweck wäre die Genauigkeit der Resultate auch kaum ausreichend. 
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Pilzernte. 
Das Gewicht der Pilzernte wurde durch Wägen auf ge- 
trockneten Filtern festgestellt. In Tabelle II sind die gewonnenen 
Resultate zusammengefaßt. 


Tabelle II. 
Pilzernte auf verschiedenen Stickstoffquellen in g prol. _ 



































Art der | Rhizopus Allescheria : Mucor raze- 
| Torula V 

Stickstoffquelle | tonkinensis Gayonii vu 0808 
Glykokoll .... | 1,636 u; 1,161 | 0,868 | 1,535 
Alanin ...... 0,801 4,930 | 1,415 2,586 
Phenylalanin. . . . 4,290 | verloren 2,630 1,300 
Phenylglskokoll . . 1.243 | 1613 ! 1,455 1,234 
Asparaginsäure | 2,401 3,038 | 3,606 2,883 
Азрагаріп ....! 2,993 | 6,321 1 1,378 2,410 
Tyrosin ..... | 6,113 | 6,133 | 4,450 2,573 
Harnsäure. . . . . 0,666 1,360 | 0,584 








Metanilsäure 0,329 

Sulfanilsäure 0,245 0,628 
Naphthionsäure 0,399 0,735 
Methylanilin | 0,415 0,485 
Dimethylanilin . . ! 0,455 2,146 0,634 
Acetamid ....i 1,187 5,175 1,247 
Pyridinchlorhydrat . | 0,595 | 1,372 0,399 


Torula I ließ sich wegen des geringen Zusammenhangs der 
Zellen nur schlecht filtrieren. Ез wurde deshalb auf die Fest- 
stellung der Pilzernte in diesem Falle verzichtet. 

Wie schon vorher angedeutet, blieb Allescheria, die auch 
in ihrer Gärfähigkeit durch die Art der Stickstoffquelle unbeein- 
flußt gelassen wurde, auch in bezug auf die Pilzernte, d.h. 
ihre Wachstumsenergie, durch diesen Faktor unberührt. 
Die Schwankungen auf verschiedenen Stickstoffquellen können 
im einzelnen nicht erklärt werden. Sie treten ganz unabhängig 
von der An- oder Abwesenheit der Aminosäurerestgruppe auf. 

Im Gegensatz dazu gaben diejenigen Pilze, deren Gärungs- 
vermögen an die Anwesenheit der genannten Gruppe gebunden 
ist und Torula V ohne diese im Molekül der Stickstoffnahrung 
wesentlich geringere Werte für das Pilzgewicht. Nur Acetamid, 
das auch bei Allescheria außerordentlich günstig gewirkt hat, 
macht bei Rhizopus und Torula eine Ausnahme. In allen 
andern Fällen übertrifft das Wachstum auf Amino- 
säuren das auf andern Stickstoffquellen bei Rhizopus, 
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Mucor und Torula У in den meisten Fällen sehr wesent- 
lich. Verhältnismäßig gering ist es auf Harnsäure, aber immer 
noch höher als auf den die Aminosäurerestgruppe nicht ent- 
haltenden Stickstoffquellen. 

Im einzelnen ist zu bemerken, daß Pyridin, welches Cza pek?) zur 
Ernährung für Aspergillus ungeeignet fand, von allen vier Pilzen ausgenutzt 
wurde. Auf Acetamid erzielte Czapek eine hohe Pilzernte, was er auf die 
Anwesenheit der zur Verkettung von Aminosäuren geeigneten Gruppe im 
Molekül de: Stickstoffquelle zurückführt. In der Tat gaben hier auch 
Rhizopus, Allescheria und Torula V Werte der Pilzernte, die hinter denen 
auf Aminosäuren nur wenig zurückstehen. 

In keinem Falle wurden von mir Pilzernten erzielt, wie sie Czapek 
mit Aspergillus auf Aminosäuren erhalten hat, für die sich Ernten zwischen 
8 und 13 g per Liter Nährflüssigkeit ergaben. Auch bei Allescheria stehen 
die Maximalwerte in meiner Untersuchung mit 6,7 g weit hinter den ge- 
nannten zurück, was im Gegensatz zu den Resultaten von Laborde?2), 
auch den auf Traubenzucker gewonnenen mit 2,9 р für 200 ccm Nährlösung 
oder 14,5 g per Liter hervorgehoben werden muß. Den Grund für diesen 
Ausfall vermag ich nicht anzugeben, er liegt jedenfalls nicht in einem 
Mangel an Stickstoffnahrung begründet, da, wie im folgenden gezeigt wird, 
die volle Ausnutzung der gebotenen Stickstoffmenge nie erzielt wurde. 

Zum Vergleich mit den Pilzernten von Rhizopus, Mucor und Torula 
konnte ich keine Literaturangaben auffinden. 


Der Stickstoffgehalt der Pilzernte von Allescheria Gayonit 
auf verschiedenen Stickstoffquellen. 
Tabelle II. 


FS | Gewicht |Stickstoffgehalt| Prozentgehalt 
der Stickstoffunella de Pilzernte | der Pilzernte | der Pilzernte 
S in g in g an Stickstoff 


















Glykokoll. . . ..... 0,528 0,0143 2,7 
Alanin о ыж 2. жол 0,739 0,0182 1,8 
Phenylglykokoll . . . . . 0,242 0,0058 2,5 
Asparaginsäure ..... | 0,226 0,0070 3,0 
Asparagin. . . . . . .. 0,484 0,0111 2,3 
Тугаш......... | 092 29 
Harnsäure ....... 0,408 2,2 
Metanilsäure . ..... 0,463 0,0092 2,0 
Sulfanilsäure ...... 0,418 0,0095 2,3 
Naphthionsäure . . . . . 0,361 0,0101 3,1 
Methylanilin . ..... 0,277 0,0064 23 
Dimethylanilin. . . . . . 0,367 | 0,0066 1,8 
Acetamid . . . 22... 0,776 0,0132 1,7 
Pyridinchlorhydrat . . . . 0,206 0,0060 2,9 


1) А. а. О. 3, 47. 
2) А. а. О. S. 23. Es ist hier allerdings aus den Angaben von Laborde 
nicht mit Sicherheit zu ersehen, wieviel Nährlösung er angewendet hat 
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Die in Tabelle III zusammengestellten Resultate zeigen 
keinen gesetzmäßigen Einfluß dieses Ernährungsfaktors auf den 
Stickstoffgehalt der Pilzernte, weshalb in den andern Fällen von 
der Prüfung abgesehen wurde. Er bewegte sich zwischen 1,8 
und 3,1%, und lag somit weit niedriger als der von Czapek für 
Aspergillus ermittelte von 10—11%. 

Die Zusammenfassung der Resultate ergibt folgendes: 

1. Wie bei der Hefe, hängt die Fähigkeit, die alkoholische 
Gärung hervorzurufen, bei manchen Pilzen, Rhizopus tonkinensis, 
Mucor razemosus und Torula I, von der Anwesenheit der Amino- 
säurerestgruppe im Molekül der Stickstoffnahrung ab, während 
andere, Allescheria Gayonii und Torula V, auch ohne diese Gruppe 
gären können. 

2. In Übereinstimmung mit den von Czapek bei Aspergillus 
niger gewonnenen Resultaten wirken auch bei andern Pilzen, 
Rhizopus tonkinensis, Mucor razemosus und Torula V, solche 
Stickstoffquellen besonders günstig auf das Wachstum. Eine 
Ausnahme machte Allescheria Gayonii, die auf andere Stickstoff- 
nahrung ebensogut gedeiht. 

3. Der Stickstoffgehalt der Pilzernte von Allescheria ist 
gewissen Schwankungen unterworfen, die jedoch in keiner gesetz- 
mäßigen Abhängigkeit von der Struktur der Stickstoffquelle zu 
stehen scheinen. 


Über die Fuselölbildung durch verschiedene Pilze. 


Von 
Hans Pringsheim. 


(Mitteilung aus dem Landwirtschaftlich-Bakteriologischen Institut 
der Universität Göttingen.) 


(Eingegangen am 9. Dezember 1907.) 


Bei der alkoholischen Gärung durch verschiedene Pilze 
wurden die bei der Hefegärung entstehenden Nebenprodukte, 
wie Glycerin, Bernsteinsäure und flüchtige Fettsäuren, schon 
häufig nachgewiesen!). Soweit ich finden kann, ist jedoch Fuselöl- 
bildung bei solchen Gärungen bis jetzt nur einmal, und zwar 
durch mich?) für Mucor razemosus bewiesen worden, der auf 
Würze mehr Fuselöl im Verhältnis zur gleichzeitigen Alkohol- 
bildungsmenge produziert, als das Hefe tut. 

Es schien deshalb von Interesse, verschiedene Pilze auf 
die Fähigkeit, das Leucin in Amylalkohol umzuwandeln, zu prü- 
fen?), was nach der früher von mir zu diesem Zweck benutzten 
Methode von E. Beckmann‘) in den in der folgenden Tabelle 
zusammengestellten Resultaten geschehen ist. 

Zu den Versuchen wurde Mucor razemosus (Amylomyces ,, 
Boidin), besser Rhizopus tonkinensis genannt, Monilia candida 
(Bonorden) Hansen und eine Torula von Will, Torula V ge- 
nannt, gewählt. Über die Bildung von Nebenprodukten der 
alkoholischen Gärung ist für diese Pilze folgendes bekannt: Für 


1) Vgl. dazu zahlreiche Angaben in Lafar, Handb. а. techn. My- 
kulogie 4. 

2) Diese Zeitschr. 3, 277, 1907. 

3) F. Ehrlich, Zeitschr. d. Vereins deutsch. Rübenzuckerindustrie 55, 
539, 1905. 

4) Zeitschr. f. а. Unters. а. Nahrungs- u. Genußmittel 2, 709, 1599; 
А, 1899, 1901; 10, 143, 1905. 
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Mucor razemosus fand Fitz!) Bernsteinsäure und Aldehyd und 
Emmerling?) Bernsteinsäure und Glycerin. Für Rhizopus 
tonkinensis, Monilia candida und Torula fand ich keine dahin- 
gehenden Angaben. Dagegen bemerkten Mach und Portele?) 
einen fruchtartigen Geruch des durch Monilia gebildeten Alkohols, 
der wohl auf der Bildung höherer Alkohole beruht haben mag. 

Zu den Versuchen wurden је 83 ccm einer 15%, Trauben- 
zucker enthaltenden Gärflüssigkeit, die als Nährsalze 0,75 g 
K,HPO,, 0,1g MgSO,, Spuren von NaCl und FeSO, pro Liter 
enthielt, mit Reinkultur der Pilze beimpft und bei für die Gärung 
optimaler Temperatur während etwa 7!/, Monaten stehen ge- 
lassen. Die Lösungen enthielten 0,25 g reines racemisches Leucin; 
es wurden aus ihnen zur Alkohol- und Fuselölbestimmung 50 ccm 
abgedampft. Das Verhältnis war also des Vergleichs wegen das- 
selbe wie das bei den von mir angestellten Versuchen mit Hefe, 
die auf 250 ccm Lösung 0,75 g Leucin enthielten und aus denen 
150 ccm abgetrieben worden war. 














Tabelle I. 
Synthetisches Leucin. 15 °/, Zucker, Salze. 
ЕШ KE | | in 50 ccm Destillat | Fuselöl Alkohol 

| Leucin in | Stickstoff | —- | der vyer- | der ver- Fuselöl 

Art des Pilzes 83 ccm in 83 ccm! Alkohol | gorenen | gorenen des 
‚ des Pilzes | | Lösung | Lösung | Fuselöl des Flüssig- | Flüssig- | Alkohols 

| Destillats| keit | keit 
z g | є | % % % % 








| Iabgewos ове an berechnet bestimmt | bestinmt berechnet! berechnet | berechnet 
| 























azemo- |S | | 
un dl 0,25 | 0,0268 | ` 0,0307 | 4.11 | 0,0368 — 2,47 | 1,49 
N | | 
Amylomyces | | ' | 
Mucor у (Boi- || 3 | | BE | | 
din)!) Si 0,25 | 0,0268 | 0,0294 | 2,94 | 0.0853 | 1,76 2,00 
Rhizopus ton- |, 5 | 
kinensis w | | 
= | ; | 
Monilia candida IS | | | | | 
(Bonorden)Han-|=| 0,25 | 0,0268 0,0165 | 6,34 | 0,0198 3,80 0,52 
sen?!) = 
Torıla V e 0,25 | 0,0268 | 0,0188 | 3,00 | 0,0226 | 1,80 1,27 








© Krals Katalogue März 1904, S. 32. 


1) Ber. d. D utsch. chem. Ges. 9, 1352, 1876. 
2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 30, 454, 1897. 
3) Landwirtschaftl. Versuchsstation 41, 233, 1592. 
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Allen vier geprüften Pilzarten kam die Fähigkeit, 
Leucinin Amylalkohol umzuwandeln, zu. Je geringer 
die Menge des produzierten Alkohols, desto reicher 
war ег an Fuselöl. Im Vergleich zu dem durch Logos-Hefel) 
bei derselben Zucker- und Leucinkonzentration gebildeten Fuselöl- 
gehalt von 1,25%, enthielt der durch Rhizopus und Mucor pro- 
duzierte Alkohol mehr, nämlich 2 bzw. 1,49%, der aus der 
Moniliagärung stammende mit 0,52%, wesentlich weniger, während 
der von Torula dem Hefe ähnlichsten Organismus erzeugte mit 
1,27% dem durch Hefe entstandenen fast genau glich. 


Tabelle II. 


Verhältnis des in Amylalkohol übergeführten Leucins zum Leueingehält 
der Lösung. (Berechnet aus Tabelle I.) 














Art des Pilzes не CN = саг — а 

2 möglichen Menge 
Mucor razemosus | | 0,0457 18,2 
Rhizopus tonkinensis | 0,0438 | 17,5 
Monilia candida 0,25 | 0,0246 | 9,8 
Torula V. | 0.0278 | 10.1 
Logos Hefe!) | | 0.0976 | 39,0 





1) Nach Tabelle ПІ, S. 242. 


Dagegen wurde durch alle vier Pilzarten, wie Tabelle II 
zeigt, ein geringerer Prozentsatz von Leucin in Amylalkohol 
übergeführt, als das durch wachsende Hefe geschehen war. In 
dieser Fähigkeit stehen Monilia und Torula weit hinter Mucor 
und Rhizopus zurück. Die Möglichkeit, durch solche Pilzarten 
eine bessere Ausnutzung des Leucins zwecks Fuselölbildung für 
praktische Zwecke zu erzielen, scheint deshalb nicht vorhanden 
zu sein. 

Zum Schluß sei erwähnt, daß die Alkoholbildung auf Trauben- 
zucker mit Leucin als Stickstoffquelle für Mucor und Rhizopus 
gute Übereinstimmung mit den Angaben früherer Resultate auf 
andern Nährmedien ergaben. Wehmer?) fand für Mucor raze- 
mosus auf Würze unter Gärungsverschluß 2,16%, bei Luftzutritt 


1) Tabelle I, S. 238. 
2) Centralbl. f. Ваке. (Abt. П) 14, 67, 1905. 
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2,51% Alkoholbildung. Ich selbst auf Würze!) 2,14 und 1,98% 
und jetzt auf Leucintraubenzuckerlösung 2,47%. Sitnikoff 
und Ro m mel?) erhielten mit Rhizopus tonkinensis 1,5%, Alkohol, 
ich 1,76%. 

Torula V ergab in Übereinstimmung mit den Resultaten der 
vorstehenden Arbeit mit 1,8%, eine höhere als die von Will?) 
zu 0,92%, angegebene Alkoholausbeute. Nur mit Monilia candida 
konnte ich die von A. Bau“) auf Traubenmost erzielte Alkohol- 
menge von 4,8%, nicht erreichen. Ich gewann nur 3,8%. 





1) А. а. О. 277. 

2) Zeitschr. f. Spiritusindustrie 28, 391, 1900. 
3) Centralbl. f. Bakt. (Abt. П) 17, 694, 1907. 
4) Wochenschr. f. Brauerei 9, 1185, 1892. 


Weitere Untersuchungen über die Wirkung der Blau- 
säure auf den Eiweißzerfall. 


Von 
A. Loewy (Berlin) und Ch. б. L. Wolf (New York) 
in Verbindung mit 
E. Österberg (New York). 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hoch- 
schule zu Berlin und dem Departement of chemistry, Cornell Univers. 
med. college New York City.) 


(Eingegangen am 20. Dezember 1907.) 


In einer Mitteilung: „Über Störungen des Eiweißabbaues 
durch Blausäure‘‘ hatte der eine von uns!) angegeben, daß die 
Blausäurevergiftung nicht nur zu einer Steigerung des Eiweiß- 
zerfalles zu führen vermag, sondern auch auf die Art des Eiweiß- 
zerfalles Einfluß hat, derart, daß intermediäre Eiweißspalt- 
produkte im Harn auftreten. Er stützte sich hierfür auf die 
Tatsache, daß die Menge der nach dem Neuberg - Manasse- 
schen Naphtylcyanatverfahren?) ausgefällten Verbindungen ge- 
steigert war. Die Zunahme dieser Verbindungen mußte auch ur- 
sächlichen Anteil haben an der nach der Blausäurevergiftung 
eintretenden Erhöhung des sog. calorischen Harnquotienten. 

Diese Ergebnisse bei Tieren, deren Zellen unfähig gemacht 
waren den ihnen mit dem Blutstrom zufließenden Sauerstoff 
zu verwerten, waren ganz analog denen, die gewonnen waren an 
Tieren und Menschen, welchen die Sauerstoffzufuhr zu den Zellen 
abnorm beschränkt worden war, sei es durch Atmung übermäßig 
sauerstoffarmer oder verdünnter Luft oder durch Kohlenoxyd- 
vergiftung. 


1) A. Loewy, diese Zeitschr. 3, 439, 1907. 
2) С. Neuberg und A. Manasse. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 38, 
2359, 1905. 
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Immerhin waren die Untersuchungen Loew ys nicht so weit 
durchgeführt, um sagen zu können, daß der Eiweißzerfall in allen 
Einzelheiten bei Blausäurevergiftung und bei Sauerstoffmangel 
in gleicher Weise gestört sei, und so beschlossen wir, zunächst 
bei der Blausäurevergiftung!), wesentlich unter Benutzung der 
neuerdings von Folin angegebenen Methoden und ganz ana- 
log dem Vorgehen, dessen sich z. B. Österberg und Wolf?) 
bei ihren Untersuchungen über den Eiweißstoffwechsel des 
Hundes bei minimaler Eiweißzufuhr bedient haben, die Natur 
und Menge der wesentlichsten für die vorliegende Frage in Be- 
tracht kommenden stickstoffhaltigen Bestandteile des Harns 
und zugleich die Art der Schwefelausscheidung genauer festzu- 
stellen. — 

Es hat sich dabei ergeben, um dies wesentlichste Ergebnis 
vorweg zu nehmen, daß die Stickstoffausscheidung im Harn in 
eigenartiger und eigentlich unerwarteter Weise gegen die Norm 
verändert ist, und daß trotz der groben Übereinstimmungen 
mit den Symptomen des Sauerstoffmangels doch auch auffallende 
Unterschiede in dem Verhalten der stickstoffhaltigen Harnbestand- 
teile zwischen Blausäurevergiftung und Sauerstoffmangel zu be- 
stehen scheinen. 

Wir haben drei Versuchsreihen an Hunden ausgeführt, die 
eine mit leichter Vergiftung (vgl. Versuch I), die zweite mit 
mittelschwerer (vgl. Versuch II) und die dritte mit schwerer, 
3 Tage nach dem letzten Vergiftungstage zum Tode führender 
(vgl. Versuch ПІ). Die Vergiftung wurde durch mehrmals täglich 
wiederholte Einspritzungen frisch bereiteter Cyankalilösungen 
bewirkt. 

Während aller Versuche hungerten die Tiere. Jeder Versuch 
gliederte sich in drei Perioden: eine erste dreitägige Normal- 
periode, eine zweite wiederum dreitägige Vergiftungsperiode und 
eine zwei- bis dreitägige Nachperiode. Die Tiere befanden sich 


1) Während der Ausführung unserer Untersuchungen erschien eine 
den gleichen Gegenstand betreffende Mitteilung von Wallace und Ri- 
chards in den Proc. of soc. of experim. Biol. and Med., N. Y. Ihre Ergeb- 
nisse stimmen mit den von uns gewonnenen überein. Ausführlich werden 
die Versuche von Wallace und Richards in dem Journ. of biol. chemistry 
veröffentlicht werden. 

2) Österberg und Wolf, diese Zeitschr. 5, 304. 1907. 
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in einem Stoffwechselkäfig; sowohl bezüglich der Käfige wie der 
durch Katheter erfolgenden Harnentnahme wurden alle diejenigen 
Kautelen beobachtet, dieÖsterberg und Wolf in ihrer erwähnten 
Arbeit angegeben haben. 

Bestimmt wurde neben dem Gesamtstickstoff der Harnstoff, 
das Ammoniak, das Kreatinin, das Kreatin, durch Rechnung 
ergab sich dann der sog. Reststickstoff. Ferner wurde der Gesamt- 
schwefel, der saure an Alkali gebundene Schwefel, die Menge der 
Ätherschwefelsäuren ermittelt. Dadurch ließ sich der sog. neutrale 
Schwefel berechnen. Nebenbei wurde auch die Menge des aus- 
geschiedenen Phosphors und Chlors festgestellt. Zur Bestimmung 
der Harnpurine reichten die dann noch zur Verfügung stehenden 
Harnmengen nicht mehr aus. 

Was die Methodik anlangt, so geschah die Stickstoffbestin- 
mung nach Kjeldahl, Harnstoff und Ammoniak nach Folin, 
ebenso Kreatin und Kreatinnin. Die Phosphormenge wurde 
durch Urantitrierung ermittelt, das Chlor nach Volhardt fest- 
gestellt. Alle Bestimmungen der einzelnen Stickstofffraktionen 
sind doppelt ausgeführt worden. 

Die zahlenmäßigen Ergebnisse finden sich auf den am Schlusse 
befindlichen drei Haupttabellen. 

Diese zeigen, daß in allen drei Versuchen eine Steigerung 
des Eiweißumsatzes zustande gekommen ist. Sie ist stärker 
als in Loewys Versuchen, vielleicht weil die Tiere sich bei 
Beginn der Versuche in besserem Ernährungszustande befunden 
haben. Bei der leichten Vergiftung steigt die tägliche Harn- 
stickstoffmenge von im Mittel 2,41 g auf 2,61 g, bei der mitt- 
leren von 2,11 р auf 8,68 g, bei der schweren von 3,9 g auf 
6,12 g. 

Ebenso ist die Menge des Harnstoffs gesteigert. Auffälliger- 
weise bleibt aber die Steigerung selbst bei der schweren tödlichen 
Vergiftung nicht deutlich hinter der des Gesamtstickstoffs zurück, 
so daß das Verhältnis von Harnstoff : Gesamtstickstoff 
kein біп Кер zeigt. Am übersichtlichsten werden die Ergebnisse, 
wenn wir die 3 Tage der Vor- und Hauptperioden mitteln. 
Die so berechneten Werte enthält Stab 2 der folgenden Text- 
tabelle, in die zugleich auch die Mittelwerte aller weiteren wesent- 
lichen, von uns bestimmten, Harnbestandteile aufgenommen 
sind. 
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Verteilung des Stickstoffes in Prozenten des Gesamt- 
stickstoffes. 







































1 ЕЕ а т | вө | 
sels |; lè jè |4 |o lè |è 
33 3535 33 KAAKA ДЕ 
Versuchsnummer деше 535 33 35% 25125155 
* ss ag 25 35 85 553 ЕЕЕ: 
БЕН Ener 
ш@ —< Le + | ba Z 
— | | SE | 
I. vor der Vergiftung | 85,6 3,1 88,7 4,0 00 4,0 | 7,3 |125 27,5 
nach „ А 83,1 | 3.9 187.0 37 | 0,7 | 44 | 78 |61,0 | 39,0 





П. vor der Vergiftung | 87,3 | 8,1 |90,4! 43 | 0,0 | 43 | 5,3 |70,8 | 29,1 
nach „ т 87,6 | 2,3 189,9 1,8 | 2,5 | 43 | 5,7 |56,8|43,7 
III. vor der Vergiftung | 84,0 | 5,1 |891 4,6 | 0,0 | 4,6 | 6,3 |71,4 | 28,6 
nach „ й 83,7 | 3,1 |86,8 | 2,6 | 1,3 | 3,9 | 9,2 |45,2 154,8 











Die Tabelle ergibt weiter, daß der Ammoniakstickstoff 
(Stab 3) bei der leichten Vergiftung nicht deutlich geändert ist, 
dagegen bei der mittelschweren mäßig, bei der schweren erheblich 
abnimmt. Deutlicher als auf der vorstehenden Tabelle treten 
diese Ergebnisse auf den Haupttabellen II und III zutage. 

Aus dem Gange des Harnstoffs und Ammoniaks ergibt sich, 
daß ihre Summe (Stab 4), der Amidstickstoff des Harns, bei der 
leichten und mittelschweren Vergiftung annähernd ungeändert 
bleibt, bei der schweren dagegen abnimmt. 

Deutliche Änderungen zeigt das Harnkreatinin (Stab 5). 
Seine Menge nimmt ab; dagegen tritt nun Kreatin (Stab 6) 
im Harne auf, das vor der Vergiftung nicht zu finden war. Die 
Summe von Kreatinin und Kreatin ist bei der tödlichen Vergiftung 
etwas geringer als die Menge des Kreatinins allein vor der Ver- 
giftung. In den beiden anderen Versuchen ist sie annähernd 
gleich dieser. 

Der Reststickstoff (Stab 8), der nach Abzug der bisher 
besprochenen Komponenten vom Gesamtharnstickstoff übrig 
bleibt, ist nur in dem Versuch mit stärkster Vergiftung geändert, 
und zwar gesteigert, und diese Steigerung setzt sich an den 
beiden letzten Lebenstagen, an denen keine weiteren Cyankali- 
einspritzungen vorgenommen wurden, in erhöhtem Maße fort, 
denn (vgl. Haupttabelle III) die Reststickstoffmenge beträgt 
hier 10 bzw. 11,3%, der Menge des Gesamtstickstoffes. 
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Die Reststickstofffraktion enthält unter anderem auch die 
Aminosäuren; ob gerade diese eine Vermehrung erfahren haben, 
läßt sich auf Grund der angewandten Versuchsmethodik nicht 
sagen. Jedenfalls kann ihre Steigerung nicht erheblich sein. 
Daß der Reststickstoff nur bei schwerer Vergiftung vermehrt 
gefunden wurde, und besonders ausgeprägt nur in den letzten 
Lebenstagen, entspricht dem, was auch bei anderen Vergiftungen, 
so bei der Phosphorvergiftung, festgestellt wurde. — 

Weit intensivere Wirkungen als auf die verschiedenen Harn- 
stickstofffraktionen hat die Cyankalivergiftung auf die ver- 
schiedenen Formen des im Harn erscheinenden Schwefels geübt 
(Stab 9 und 10 der Texttabelle). 

Der Sulfatschwefel ist im Verhältnis zum Gesamtschwefel 
vermindert, um so mehr, je intensiver die Vergiftung ist; 
dementsprechend nimmt der sog. Neutralschwefel mehr und 
mehr zu, so daß er bei der schwersten Vergiftung anstatt eines 
Viertels mehr als die Hälfte des Gesamtschwefels ausmacht. 
Im Vergleich mit dem Gesamtstickstoff hat der Gesamtschwefel 
eine leichte Abnahme erfahren. 

Der Gesamtphosphor des Harns steigt bei der Ver- 
giftung stets an, der Umfang der Zunahme zeigt keine ganz 
konstanten Beziehungen zur Ausscheidung des Gesamtstickstoffs. 
Im allgemeinen ist jedoch ein Zurückbleiben der Phosphor- 
ausscheidung hinter der Stickstoffausscheidung zu erkennen. 


So klar und gleichsinnig die Versuchsergebnisse sind, so 
schwer erscheint ihre theoretische Deutung. Zunächst ist zu be- 
achten, daß die Versuchstiere hungerten, und daß sie nach der 
Vergiftung an Krämpfen litten, die jedoch bei Blausäre nicht 
sehr intensiv und anhaltend sind. Die Frage ist, wieweit diese 
beiden Momente auf unsere Ergebnisse Einfluß haben können. 

Was zunächst den Hunger betrifft, so kann er das Wesent- 
liche unserer Ergebnisse nicht erklären. Man könnte darum 
denken, daß das Auftreten von Kreatin durch den längeren 
Hungerzustand bewirkt wurde, wie dies von Baldi!), Benedict 
und Myers?) und von Cathcart?) beobachtet ist. Aber einer- 


1) Baldi, angegeben bei Luciani, Das Hungern. Deutsch. Ham- 
burg 1890. 

2) Benedict and Meyers, Amer. journ. of physiol. 18, 1907. 

3) Cathcart, diese Zeitschr. 6, 109, 1907. 
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seits ist seine Menge dafür zu groß, andererseits nimmt nach dem 
Abklingen der Vergiftung trotz fortdauernden Hungers seine Menge 
wieder ab. Auch der Neutralschwefel nimmt im Hunger zu, 
wie zuerst wohl Friedr. Müller!) fand. Aber für ihn gilt das 
gleiche: Seine Zunahme ist in unseren Versuchen zu erheblich, 
und sie geht mit der Wiederherstellung der Tiere (Versuch I und II) 
zur Norm zurück. 

Einige Erscheinungen könnten durch die Krämpfe bewirkt 
sein. Zum Teil schon die Zunahme der Stickstoffausscheidung. 
Aber in anderen Punkten weichen unsere Ergebnisse von dem ab, 
was man als Folge der Krämpfe erwarten könnte. Denn im 
Tetanus, bei epileptiformen Krämpfen nach Strychninvergiftung, 
war das Auftreten pathologischer Säurebildung charakteristisch. 
Man fand Milchsäure im Harn, das carbaminsaure Ammoniak und 
das Ammoniak des Blutes scheint vermehrt zu sein. Bei stark 
ermüdender Muskelarbeit bei myasthenischer Paralyse, die in 
ihrem Effekte wohl mit krampfartigen Zuständen in Parallele 
gesetzt werden kann, war die relative Ammoniakmenge im Harn 
vermehrt, die relative Harnstoffmenge vermindert?). 

In unseren Versuchen war das Gegenteil zu beobachten: 
Die relative Ammoniakmenge nahm ab, die Harnstoffbildung 
war nicht geändert. Die Menge des Kreatinins, die nach schwerer 
Muskelarbeit zunimmt (vgl. u. a. Gregor?)), war vermindert, 
auch die Summe von Kreatinin und Kreatin war nicht erhöht. 

Wenn demnach weder der Hungerzustand noch die Krämpfe, 
die mit der Vergiftung einhergehen, den Ablauf des Eiweiß- 
stoffwechsels in unseren Versuchen erklären können, so müssen 
die Änderungen gegen die Norm auf die Blausäurewirkung als 
solche bezogen werden. 

Eine genauere Analyse der gewonnenen Zahlenwerte läßt 
erkennen, daß das Verhalten der Stickstoff- und Schwefelaus- 
scheidung Analogieen hat in einigen seit lange schon gekannten 


1) Friedr. Müller, Virchows Archiv 131, Supplem. 1893; vgl. auch: 
Harnack und Kleine, Zeitschr. f. Biol. 37, 1899 und E. und О. Freund, 
Wiener klin. Rundschau. 1901. 

2) Kauffmann, Monatsschr. f. Psychiatr. u. Neurol. 1906. 

3) Gregor, Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 1901 (weitere Literatur 
bei Magnus-Levy іп у. Noordens Handb. d. Pathol. d. Stoffw., Berlin 
1906, 397). 
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Krankheitsbildern. Aber es scheint fraglich, ob es in allen 
Punkten mit einem bekannten pathologischen Zustande überein- 
stimmt. Der Vergleich ist allerdings mißlich, da bis jetzt in keinem 
Falle von Vergiftung und auch nicht beim Sauerstoffmangel, der 
gleichfalls hier in Betracht kommt, die verschiedenen Stickstoff- + 
und Schwefelfraktionen des Harns so genau wie bei Blausäure- 
vergiftung untersucht worden sind!). Am ehesten wäre noch die 
subakute Phosphorvergiftung heranzuziehen. Auch bei ihr ist 
der Eiweißumsatz gesteigert, die relativen Mengen von Harnstoff + 
Ammoniak sind nicht vermindert. Der Reststickstoff deutlich 
erst vor dem Tode vermehrt, die Menge des Neutralschwefels 
erhöht. Aber der relative Ammoniakgehalt überschritt in 
den am genauesten untersuchten Fällen?) zum Teil erheblich die 
Norm und dementsprechend war die relative Harnstoffmenge 
vermindert. Das ist das Gegenteil von dem, was wir fanden. 

Ganz ähnlich wie beim Phosphor waren die Störungen des 
Eiweißabbaus, soweit sie einer Untersuchung unterzogen wurden, 
bei einigen sogenannten Blutgiften: bei Vergiftung mit Chloraten, 
Nitriten, Pyrogallol, Arsen, Antimon, Eisen, Jod und jodsauren 
Salzen, Anilin und verschiedenen Derivaten desselben u. a. 
Auch hier Steigerung des Eiweißzerfalls und wohl auch patho- 
logischer Abbau desselben, wenigstens wurde die Menge des Neu- 
tralschwefels vermehrt gefunden. 

Endlich sind bekanntlich analoge Folgen auch bei all den 
Affektionen der Atmungsorgane, des Blutes, der Blutcirculation, 
die zu mangelhafter Sauerstoffzufuhr geführt haben, gefunden 
worden. Die reichlich hierüber vorliegende Literatur findet sich 
in den verschiedenen Abschnitten des v. Noordenschen Hand- 
buchs der Pathologie des Stoffwechsels gesammelt. Die Ergebnisse 
erscheinen nicht eindeutig, weil vielfach Untersuchungen mit zur 
Beurteilung der Wirkungen des Sauerstoffmangels herangezogen 
sind, in denen es sich zwar um eine verminderte Sauerstoff- 
zufuhr, aber noch nicht um Mangel an Sauerstoff handelte. 


1) Bei Pneumonieen fand Wolf vor Eintritt der Krise (vorläufige Mit- 
teilung im Journ. of biol. chemistry, Juli 1907) reichlich Kreatinin im 
Harn, die Menge des Kreatins und Neutralschwefels absolut und relativ 
gesteigert. Nach der Krisis kehrten die Werte zur Norm zurück. 

2) G. Badt, Inaug.-Diss., Berlin 1891, Е. Münzer, Deutsches Arch. f. 
klin. Med. 52, 1894. 
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Wo letzterer wirklich vorhanden war, finden sich wiederum 
Steigerung des Stickstoffumsatzes, geringe Vermehrung der 
relativen Ammoniakmenge, Steigerung des Reststickstoffes, Steige- 
rung des Neutralschwefels. 

Bemerkt sei schließlich, daß sowohl bei Zuständen von 
Sauerstoffmangel, wie bei Vergiftungen mit Phosphor und mit 
in die Gruppe der oben genannten Blutgifte gehörigen Giften, wie 
auch bei Blausäurevergiftung Milchsäure in Blut oder Harn nach- 
gewiesen wurde. 

Bei dieser Übereinstimmung in wesentlichen Erscheinungen 
ist man dazu gekommen, als Grundlage und Ursache der Schädi- 
gungen des Stoffwechsels unter den vorstehend genannten Be- 
dingungen, Störungen in den Oxydationsprozessen zu sehen, die bei 
mangelhafter Sauerstoffzufuhr durch eben diese bedingt waren, 
während man bei den in Frage kommenden Vergiftungen eine ge- 
schwächte Oxydationsenergie der Zelle, eine verminderte Fähigkeit, 
den gebotenen Sauerstoff zu verwerten, annahm. Bewiesen ist 
die Minderung einer Oxydationsenergie eigentlich nur für die Blau- 
säure durch die Untersuchungen Gepperts. Für die übrigen 
Gifte wird sie nur aus der Summe der Vergiftungssymptome, 
speziell auch aus dem Verhalten der stickstoff- und schwefel- 
haltigen Bestandteile des Harns gefolgert, die ähnlich dem bei 
Sauerstoffmangel sind. 

Nun zeigt sich aber in unseren Ergebnissen, daß gerade bei 
der Blausäure die Symptome einer verminderten Oxydations- 
energie der Zellen nicht mit denen des Sauerstoffmangels aus 
äußeren Ursachen in allen Stücken übereinstimmen. Als typisch 
für letzteren wird eine abnorme Säurebildung betrachtet, die sich, 
unter Sinken der relativen Harnstoffwerte, in einer mehr oder 
weniger erheblichen Steigerung der relativen Ammoniakwerte aus- 
sprechen soll. Gerade diese fehlt in unseren Versuchen voll- 
kommen, ja die Ammoniakmenge ist vermindert. Ferner soll ein 
Parallelismus bestehen zwischen der Zunahme des Neutralschwefels 
und der Harnstoffverminderung. Wir fanden dagegen eine auf- 
fallende Divergenz: Trotz beträchtlichen Steigens des Neutral- 
schwefels eine Konstanz der prozentischen Harnstoffausscheidung!). 


1) Ein ähnliches Verhalten des Eiweißstoffwechsels konstatierten 
Österberg und Wolf bei länger fortgesetzter eiweißarmer Nahrung 
(vgl. diese Zeitschr. 5, 305, 1907). 
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Beide bis jetzt als Kriterium des Sauerstoffmangels ange- 
sehenen Symptome können also nicht als Kennzeichen ver- 
minderter Oxydationsenergie gelten. 

Bei der Phosphorvergiftung verhält sich das Harnammoniak 
wie bei mangelhafter Sauerstoffzufuhr: es ist gesteigert. Dadurch 
würde sie sich von der Blausäurevergiftung unterscheiden und man 
würde schließen müssen, daß es sich um eine besondere Art von 
Protoplasmavergiftung handelt, die jedenfalls keine reine Be- 
einträchtigung der Oxydationsenergie der Zellen darstellt. Jedoch 
muß eine sichere Entscheidung der Frage noch offen bleiben, bis 
genauere Untersuchungen des Phosphorharns nach dem von uns 
benutzten Schema vorliegen. 

Es scheint nach unseren Resultaten, als ob der gegenwärtige 
Standpunkt, nach dem unter den ätiologischen Begriff des ‚Sauer- 
stoffmangels‘‘ die Zustände sowohl behinderter Sauerstoffzufuhr 
zu den Zellen, wie auch verminderter Oxydationsenergie derselben 
zusammengefaßt werden, nicht mehr genügt. Sauerstoffmangel in 
diesem Sinne dürfte ein Sammelbegriff für verschiedene patho- 
logische Vorgänge sein. Wir möchten allerdings betonen, daß 
uns die Ergebnisse in bezug auf den Effekt der gestörten Sauerstoff- 
zufuhr auf den Stoffwechsel noch nicht genügend vertieft er- 
scheinen, um den vorstehenden Schluß mit voller Sicherheit zu 
ziehen. Es könnte sein, daß der Effekt der mangelhaften Sauer- 
stoffzufuhr bei eingehenderer Analyse der stickstoff- und schwefel- 
haltigen Bestandteile des Harns sich doch dem bei Blausäure- 
vergiftung ähnlicher darstellte, als es bis jetzt den Anschein 
hat. Sollte das aber der Fall sein, so würde zwar nicht der 
Begriff des Sauerstoffmangels als ätiologischen Momentes, 
wohl aber die Auffassung von den Wirkungen des Sauerstoff- 
mangels sich erheblich ändern müssen, seine Symptomatologie 
müßte dann ganz anders dargestellt werden, als das heute der 
Fall ist. 

Unsere Versuche zeigen weiter, daß eine Störung des Eiweiß- 
umsatzes unter Umständen, ob stets, wäre noch zu entscheiden, 
weit besser aus Störungen der Schwefel- als der Stickstoffaus- 
scheidung erkannt werden kann. Schon bei der leichten Ver- 
giftung steigt der Neutralschwefel unverkennbar an, um bei der 
schweren mehr als der Sulfatschwefel auszumachen. Demgegen- 
über haben wir eine Zunahme des Reststickstoffs erst bei der 
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schweren Vergiftung, und auch da nicht sehr erheblich, nach- 
weisen können. | 

Das eigentümliche Verhalten des Harnstoffs, der im Ver- 
hältnis zum Gesamtstickstoff sich gar nicht änderte, spricht nicht 
für die Anschauung, daß oxydative Vorgänge bei seiner Bildung 
wesentlich beteiligt sind. Vielmehr scheint es eine Stütze für die 
Folinsche Anschauung!) abzugeben, daß hauptsächlich hydro- 
lytische Prozesse an der Bildung des leicht abspaltbaren Stick- 
stoff des Harns teilhaben. 

Der Befund der Abnahme des Kreatinins und des Auftretens 
von Kreatin im Harn entzieht sich vorläufig einer sicheren Deu- 
tung. Auch läßt sich nicht sagen, wieweit er für die Blausäure- 
vergiftung charakteristisch ist. Die Untersuchungen hierüber 
sind zu lückenhaft, und erst ausgedehntere Feststellungen, wie- 
weit das gleiche Verhalten auch anderen pathologischen Zuständen 
zukommt, werden eine Klärung bringen können. 


1) О. Folin, Amer. journ. of physiol. 13, 1904. 


Die zu dieser Mitteilung gehörigen З Tabellen befinden 
sich auf Seite 142 — 144. 
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Tödliche Vergiftung. 


Tabelle II. 
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900h früh Exitus 


Zur Biochemie der Kolloide. 


Von 
Johann Feigl und Adolf Rollett. 


(Aus der rennen, biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Dezember 1907.) 


Die Versuche des einen von uns ergaben, daß Lösungen уоп 
kolloidalem Eisenhydroxyd (Ferrum hydricum dialysatum) eine 
schwache Steigerung der Magensaftsekretion bewirken, während 
Ferrichlorid ein stark sekretionshemmendes Mittel ist (1). 

Im Anschluß an dieses zunächst überraschende Ergebnis war 
es von Interesse, überhaupt die Wirkung von verschiedenen 
Kolloidlösungen zu untersuchen. 

Von praktischem Interesse ist diese Frage auch aus dem 
Grunde, weil ja die anorganischen Kolloide sich neuerdings eine 
wichtige Stellung in der Therapie erobert haben; insbesondere 
kommt das Silberkolloid in Betracht, aber auch Quecksilber, 
Schwefel und Wismuthydroxyd sind in kolloidaler Form vor- 
geschlagen worden. 

Die Darstellung der kolloidalen Metalle und Verbindungen 
geschieht nach verschiedenen Methoden, auf die wir wenigstens 
kurz eingehen müssen, weil sich daraus Gesichtspunkte für unsere 
Untersuchung ergeben. 

Bei Gewinnung der Metallkolloide handelt es sich gewöhn- 
lich um Reduktion von Metallsalzlösungen durch verschiedene 
Reduktionsmittel; in Betracht kommen insbesondere Ferro- 
sulfat, Formaldehyd, Zinnoxydulsalze и. а. (2). 

Nach Bredig kann auch eine Kolloidlösung erzeugt werden, 
indem man unter Wasser einen Lichtbogen zwischen Poldrähten 
des entsprechenden Metalls erzeugt (3). Einedritte, vielangewandte 
Methode ist von Paal angegeben; er erzeugt z. B. kolloidales 
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Silber durch Versetzen einer Silbernitratlösung mit protalbin- oder 
lysalbinsaurem Natrium, das er beim Behandeln von Ovalbumin 
mit NaOH und darauffolgender Dialyse erhält (4). 

Ist im Kolloid nicht schon von der Darstellung her ein 
eiweißartiger Körper vorhanden, wie das bei den Paalschen 
Präparaten der Fall ist, so muß ein solcher zugesetzt werden. 

Die reinen Kolloidlösungen sind äußerst empfindlich gegen 
Spuren von Elektrolyten, durch welche sie ausgeflockt, „gela- 
tiniert‘“ werden. Außerdem hat die Ausflockung eines reinen 
Kolloids meist die Eigenschaft verloren, sich in Wasser wieder 
zu lösen, es ist „Hydrogel‘“bildung eingetreten, das Kolloid ist 
„irreversibel‘. 

Durch einen Zusatz von Eiweißkörpern — genommen wird 
als Schutzkolloid meist Gelatine in einem Betrage von 10—800, — 
wird einmal die Empfindlichkeit gegen Elektrolytzusatz bedeutend 
herabgesetzt, und außerdem kann der erzeugte Niederschlag meist 
durch reines Wasser wieder gelöst werden, das Kolloid ist „rever- 
sibel“ geworden, der Niederschlag ein ‚„Hydrosol“. 

Die von uns verwendeten Kolloide waren, außer dem Paal- 
schen Lysargin und Bismon sämtlich nach Lottermoser dar- 
gestellt und uns von der Chemischen Fabrik von Heyden, Rade- 
beul b. Dresden, in sehr zuvorkommender Weise zur Verfügung 
gestellt. In festem Zustand bildeten sie die bekannten, lack- 
artigen glänzenden Lamellen, waren in Wasser leicht löslich, 
meist mit intensiver Farbe; nur beim Gold, Platin und Palla- 
dium war gelindes Erwärmen nötig. 

Die von uns verwendeten Lösungen enthielten durchweg 
0,05% des festen Kolloids, also 0,5 g im Liter oder 0,1 р in 200 cem, 
der Fütterungsportion. 

Die Versuche wurden in der üblichen Weise ausgeführt, daß 
die nüchternen nach Pawlow operierten Magenblindsackhunde 
zu Beginn des Versuchstages 200 cem Wasser рег Schlundsonde 
erhielten; nach dem Abklingen der ‚„Woassersekretion“, was nach 
2—21% Stunden der Fall war, erhielten die Hunde 200 ccm der 
0,05 prozentigen Kolloidlösung. Die „Kolloidsekretion‘‘ wurde mit 
der „Wassersekretion‘ in bezug auf Menge, Zeitdauer, Acidität und 
Fermentgehalt verglichen. 

Bevor wir mit der Besprechung der Versuchsergebnisse be- 
ginnen, müssen wir noch einen möglichen Einwand beseitigen: 
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Wie wir früher erwähnten, enthielten die von uns verwendeten 
Kolloide immer einen gewissen Gelatinegehalt; kolloidales Arsen 
sogar 80%, davon. Es wäre der Einwand möglich, daß die Ver- 
suchsresultate gar nicht oder nur zum Teil auf die Kolloidwirkung 
zurückzuführen seien, sondern event. auf den Eiweißgehalt der 
Lösung. Wenn wir aber die dahin in Betracht kommenden Kon- 
zentrationen bedenken — im extremen Fall des Arsens ist die Lösung 
in bezug auf Gelatine 0,04 prozentig — müssen wir diese Deutung 
als unwahrscheinlich bezeichnen, zudem ist durch die Versuche 
von Pawlow bewiesen, daß verdünnte Eiweißlösungen genau 
die ‚„Wassersekretion‘‘ geben, der Eiweißgehalt also wirkungs- 
los ist (5). 
Wir schreiten nun zur Einzelbesprechung der Versuche; 
untersucht wurden: 
I. Silber 
a) Collargol (Ag. coll. Crede). 
b) Lysargin (nach Paal). 
II. Quecksilberkolloid (Hyrgo!). 
ПІ. Wismutkolloid . 
IV. Goldkolloid (Collaurin). 
V. Platinkolloid. 
VI. Palladiumkolloid. 
VII. Arsenkolloid. 
VIII. Schwefelkolloid. 
IX. Selenkolloid. 
X. Wismuthydroxydkolloid (Bismon). 
XI. Quecksilberchlorürkolloid (Calomello]). 


Die meisten von diesen Substanzen waren im krystallischen 
resp. metallischen Zustande schon untersucht, so daß sich inter- 
essante Parallelen ergeben (1); wo dies jedoch noch nicht der 
Fall war (z. B. beim Platin, Arsen, Calomel), wurde es von uns 
nachgeholt. 


I. Silber. 
a) Collar gol. 
Collargol, 1895 von Credé in die ärztliche Praxis eingeführt 
(6), wird dargestellt, indem man Silbernitrat, das mit Ammoncitrat 
versetzt ist, durch Ferrosulfat reduziert. 


3AgNO, + 3FeSO, = 3Ag + Fe(NO,), + Fe,(SO,);. 
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Das Silber scheidet sich hierbei als feiner schwerer Nieder- 
schlag ab, der mittels eines porösen Tonfilters abgesaugt und 
über Schwefelsäure im Vakuum getrocknet wird. 

Es ist in diesem Zustande in Wasser leidlich löslich (1 : 20); 
die Lösungen sind dunkelbraun und ziemlich beständig; doch 
erhält das in den Handel kommende Collargol noch einen Eiweiß- 
zusatz von ca. 20%. 

Die Versuchsergebnisse mit der 0,05 prozentigen Lösung gehen 
aus folgenden vier Versuchen hervor: 


Versuche 1, 2. 


9h Beginn des Kontrollversuches. 
200 cem Wasser per os gegeben. ‚Wassersekretion“ : 


Hund M. HundN. 


Saftmenge Saftmenge 





1,9 eem Gesamtmenge | | 4,6 ccm Gesamtmenge 


Um 1130 h ist die Sekretion auf Wasser beendet. 12 h eigent- 
licher Versuch begonnen: 200 ccm der Collargollösung -verfüttert. 





Hund M. Hund N. 
Saftmenge | Zeit | Saftmenge 
— сет ccm 
= "Ze e F — С — — — 
1,0 | 12” 2,6 
0,8 1 2,0 
0,3 * 0,8 
0,3 2 0,8 
0,3 Жы | 0,3 
0,2 3 | 0,2 
РЕЧ 330 | Déi 
2,9 ccm Gesamtmenge | | 6,7 ccm Gesamtmenge 





ты 
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Versuche 3, 4. 


Beginn 9h. Die nüchternen Tiere erhalten im Kontroll- 


versuch 200 ccm Wasser per os. 
Hund М. — und N. 


Saft Gesamt- | Frei Freie | Saft | WE: | Gesamt- Freie 
е га | ler а al cem ` Pepsin Ош HO 





тан 

920 | 0,9 | | A 1 0,0064 62 Er 35 

| Күй 
1 99 | 10,004 L о [зв | 15 | | 
10? | 0,2 | | | 0,7 0.0064 | 62 AEN, 
102 | ран р 
1% | — | | 0,2 | 

| | | = | * | 

| 1,8 ccm Gesamtmenge ‚ 45 ccm Gesamtmenge 


Nachdem die Reaktion auf Wasser um 123° als beendet an- 
gesehen werden konnte, wurde um 12h mit dem Versuche be- 
gonnen: 200 cem der Collargollösung. Folgende Werte wurden 
erhalten: 



















== М. Hund N. 
F | Saft | Ge esamt- | Fre eie e| SC EE | | | Gesamt- | Fr Freie 
zeit cm E Acidität BOLI ‚som a Pepsin Acidität | HCI 
мм — = —_ nn nn — m m ——— en nn - —— 
12» 11 | 00%! 2 | 3 әд | 0,008 ` 50 | 30 
1 | 07 1 1,9 a 
? | 3 | | D 
1° | 0,4 09 | ооов Je um 
2 | 0,3 |%0,004 |) 75 | 38 | 1,0 | | 
299 | 0.2 | | 0.5 | | E | 
ў | › | 1 | 
3 | 0,2 | | e geg бә | 35 
330 А | | | | 








2,9 ccm Gesamtmenge ccm Gesamtmenge 


Zu Versuch 1 geben wir folgende Kurve: 
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Als Abszisse ist darin die Zeit in halben Stunden, als Ordi- 
naten die Zahl der Kubikzentimeter secernierten Saftes gegeben. 


b) Lysargin. 

Lysargin ist ein nach Paal dargestelltes Silberkolloid (4), die 
Lösung von braungelber Farbe, von etwas adstringierendem, 
leimartigem Geschmack; das Ergebnis war im wesentlichen das- 
selbe, wie bei Collargol, d. h. deutlich steigernde Wirkung, 

Hierzu vier Versuche. 


Versuche 1, 5. 


Die Tiere werden um 9h nüchtern aufgestellt und erhalten 
mit der Schlundsonde 200 cem Wasser. 


Hund M. Hund N. 





Gesamt- Freie 
Acidität! HCl 





Saft 


ccm 












2,6 com Gesamtmenge 7,4 com Gesamtmenge 

Um 1180 war diese normale Sekretion zu Ende und die 
Tiere wieder nüchtern. Sie erhielten 200 ccm der kolloidalen 
Lösung. Folgende Sekretion: 























Hund M. Hund N. 

| Saft Gesamt- | Freie | Saft — Freie 
© сет Pepsin Aciditat HOL cem | Pep Bin Acidität не! 
12 | 20 | оов | © | зо | зв | 0008 | 50 30 
„зо | Si 
АНЕ к ы 
13° | 0,4 | i 0,8 0,0064 | | 60 | [| 35 
2 | 0,4 (un j 35 | 0,6 | | 
Эма 0,2 ir l 0,4 be |e la 
3 | | 0,2 
a | 











5,0 cem — ' 9,2 ccm Gesamtmenge 
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Versuche 2, 6. 


Beginn 9 h. Die nüchternen Tiere erhalten je 200 com Wasser 
per ов. Weassersekretion: 





Hund M. Hund М. 
Saftmenge | Zeit Saftmenge 
erh ПЕТЕ une „wen 
0,8 22 
0,3 1,3 
0,2 0,6 
Spur 0.1 





4,2 ccm Gesamtmenge 





1,3 com Gesamtmenge 


Nachdem dieser Vorversuch beendet war, wurde um 12h 
die Lösung von Lysargin gegeben. Die nun einsetzende Sekretion 
gibt folgende Werte: 




















Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
cem cem 

0,8 |120| 26 

0,6 1 | 19 

0,5 ES 1,0 

0,3 2 0,7 

0,2 2% 0,4 

0,2 3 0,2 

Spur | 3” — 

— 4 






2,7 ccm Gesamtmenge 0,8 ccm Gesamtmenge 


Zu Versuch 1 noch folgende Kurve: 


Aus den Versuchen geht 
also hervor, daß kolloidale Sil- 
berlösungen eine deutlich stei- 3 


gernde Wirkung haben, während 
metallisches, pulverförmig ge- 
gebenes Silber völlig indifferent 
wirkt (1). 

Um das Ergebnis der Ver- o xo 
suche möglichst anschaulich zu Aa re 
machen, fassen wir sämtliche Figur 2. 
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von uns mit Silberkolloid gemachten Versuche in folgende Über- 
sichtstabelle zusammen: 































Collargol. 
Versuchs- Wasserversuche Hauptversuche 
we | Hund | zeit in Zahl der Zeit in Zahl der 
— —— halben Stunden ccm halben Stunden ccm 
1 M 4 19 | 6 2,9 
2 N 5 4,6 6 6,7 
3 M 4 1,8 6 2,9 
4 N 5 4,5 7 1 
5 М 4 2,0 6 3,2 
6 N 5 4,6 7 ! 3,0 
1 M 4 1,8 6 | 6,9 
8 I N | 5 3,8 7 6,5 
Lysargin. 
Versuchs- | Weassersekretion Е K.olloidsekretion 
Nr | Hund| Zeitin | Zahl der Zeit in Zahl der 
8 | К halben Stunden e ccm І halben Stunden cem _ 





1 M 4 2,6 6 

2 | 4 | 1,3 7 2,7 
3 „ 4 24 6 4,8 
4 ? ı | 22 6 50 
5 N | 5 94 8 9,9 
6 È | 4 4,2 6 6,8 
7 И 5 6,5 8 9,9 
8 si 5 5,8 7 8,5 


II. Versuche über kolloidales Quecksilber (Нутдо1).. 

Da Hyrgol durch Reduktion von Quecksilbersalzen mit Zinn- 
oxydulnitrat dargestellt wird (2), und die dabei entstehende Zinn- 
säure gleichfalls den kolloidalen Zustand annimmt, ist das Hyrgol 
stets zinnhaltig, und zwar zu etwa 10%. Wir haben also im Hyrgol 
nicht die reine Quecksilberkolloidwirkung vor uns, sondern haben 
auch mit der des anderen Kolloids zu rechnen; freilich wird letztere 
vom Quecksilber verschluckt werden, das ja in der 7—8fachen 
Menge vorhanden ist. | 

Das Versuchsergebnis geht aus folgenden vier Versuchen 
hervor: 
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‚ Versuche 1, 6.. | 
K h — der Versuche; 200 ccm Wasser per os verfüttert. 
Wassersekretion: Zu 
Hund M. Hund N. 


Saft i Gesamt- | Freie | ~ Gesamt- Freie 
0,6 





1,1 сет Gesamtmenge 2,2 ccm Gesamtmenge 


12h, nachdem diese Sekretion abgeklungen, Hauptversuche 
mit 200 ccm der Quecksilberlösung. 
Hund M Hund N. 


но ШЕ Saft | Pepsin E HC 







Gesamt- 
Acidität 





Pepsin 








0,01 50 
} 0,006 | }60 
} 0,004 | 15 
0,004 80 
4,2 ccm Gesamtmenge 7,8 com Gesamtmenge 


Versuche 2, 7. 
9h Beginn. Die nüchternen Tiere erhalten im Kontroll- 
versuch 200 ccm Wasser mit der Schlundsonde und geben folgende 














Sekretionsmengen: 
| Hund M. R Hond N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
EE ccm | ccm 
0,8 1,1 
0,5 0,5 
0,2 0,3 
0,2 0,2 
— Spur 





1,7 cem Gesamtmenge 2,1 eem Gesamtmenge 


11* 
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Um 1130 h ist der Vorversuch beendet. Die nüchternen Tiere 
erhalten sodann um 12h 200 com des Hydrosols. Die Sekretion 
gibt folgendes Bild: 




















Hund M. Нила М. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm ccm 
1,4 | 12% | 2,5 
1,0 | 1 1,8 
0,8 E 1,1 
0,7 | 2 0,9 
0,6 2% 0,6 
0,5 3 0,4 
0,3 379 0,3 
0,2 4 0,2 
0,2 430 0,2 
— 5 Spur 
| 


5,7 ccm Gesamtmenge | | 7,5 com Gesamtmenge 


Zu Versuch 7 geben wir noch folgende Kurve: 











Figur 3. 
Übersichtstabelle 3. 
Versuch Wassersekretion | K.olloidsekretion - 
Nr. Hund Zeit in Zahl der | Zeit in Zahl, der 
halben Stunden сет · halben Stunden cem 
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Auch beim Quecksilberkolloid sehen wir also eine starke 
Steigerung der Magensaftsekretion. Metallisches Quecksilber ist 
nicht untersucht wegen der damit verbundenen experimentellen 
Schwierigkeiten: Man denke sich ein Quecksilberkügelchen von 
0,1 g per Schlundsonde eingeführt! Auch ist nach den Versuchen des 
einen von uns über Metallwirkung (1) mit Sicherheit anzunehmen, 
daß Quecksilbermetall völlig indifferent sein würde, wird es doch 
vom Magensaft so wenig angegriffen, daß metallisches Quecksilber 
bekanntlich im Magen kaum giftig wirkt, bei der enormen Giftigkeit 
seiner Salze, soweit sie in wässriger Lösung in Ionen gespalten sind. 


III. Wismutkolloid. 
Über Wismutkolloid liegen acht Versuche vor; verwendet 
‚wurde wieder eine 0,05 prozentige Lösung von braun-gelber Farbe. 


Versuche 1, 5. | 
9h Beginn des Kontrollversuches. Die nüchternen Tiere 
erhalten 200 ccm Wasser mit der Schlundsonde und reagieren 
mit folgender Sekretion: 











Hund M. Hund N. 
Saftmenge | Zeit | Saftmenge 
ee _...... 

0,7 | go ` 26 
0,5 10 | 1,3 
0,2 103° 0,5 
0,2 11 0,2 
E 11320 — 
1,6 ccm Gesamtmenge | 4,6 ccm Gesamtmenge 


Um 113° h ist der Vorversuch beendet. Um 12 h wird 200 ccm 
des Hydrosols verabreicht: 









Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
DE EE 
1,0 19%! 30 
0,8 1 | 2,5 
0,5 | 1% 1,0 
0,3 | 2 | 08 
0,3 | 2 0,4 
0,2 3 0,2 
Spur 3 






3,1 ccm Gesamtmenge 7,9 ccm Gesamtmenge 
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Versuche 2, 6. 
Um 9h werden die Tiere aufgestellt, sie erhalten 200 com 
Wasser per os und reagieren mit folgender Sekretion: 
Hund M. | Hond N. 


Gesamt- | ‚Freie 
| Aciditat но 


LL 
|" |} 





| 1,3 com Gesamtmenge | | 4,6 ccm Gesamtmenge — 
Nach Abklingen der, Wassersekretion“ ist der Vorversuoh 
beendet. Die Tiere erhalten um 12h 200 ccm einer Lösung von 
on (150 ccm Wasser + 10 ccm einer 1 prożentigen 
Bi-Lösung). | 





Hund M. Hund N. 

„ || Saft . | Gesamt- | Freie | Saft . | Gesamt- | Freie 
Zeit | | E092 | Acidität| BO | cm ren Aciditst | HCI 
12% | 1,0 | 0,006 
1 0,8 
i» | og |}%0% 

2 0,5 
90 || 0,2 looo 
3 0,2 
3% || Spur 
4 ER 

3,3 ccm Gesamtmenge 7,8 com Gesamtmenge 


Zu Versuch 6 bringen wir folgende Kurve: 


f 
КШ 
ИШЕК 
INH 









-а 






неве? 
Stunden 






Wasser Wısmuth calloıdal 


Figur 4. 
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Wismutmetall wirkt nach der zitierten Arbeit (6) völlig in- 
different, während Wismutkolloid eine Steigerung hervorbringt. 


Übersichtstabelle 4. 








W assersekretion 














Marsnche- Kolloidsekretion 
Nr, [Hund | zeit in Zahl der Zeit in | Zahl der 

halben Stunden ccm 'halben Stunden ccm 
1 M „лала 4 1,6 | 7 | 3,1 
2 а 8 1,3 7 3,3 
3 H 4 2,0 7 3.8 
4 Я 4 2,4 8 4,5 
5 N 4 4,6 7 1,9 
6 Я 4 4,6 7 7,8 
7 r 3 4,2 8 8,6 
8 3 | 3,8 8 8,4 


IV. Goldkolloid. 


Zur Verwendung gelangte ein von der Fabrik ‚„Collaurin“ 
genanntes Präparat, das sich mit der bekannten herrlich roten 
Farbe in Wasser löste. 

Anschließend vier Versuche: 


Versuche 1, 2. 


9h Beginn. Die nüchternen Tiere erhalten im Kontrollver- 
suche 200 ccm Wasser per op — folgende Sekretion: 








Hund В. Hund D. 
Saftmenge | Zeit Saftmenge 
ЕГЕ J сет = | сет ee een 

2,2 J— 2,8 

0,8 10 | 1,6 

0,4 10% 0,9 

0,3 11 0,5 

Spur 11% 0,2 









3,7 сет Gesamtmenge | 6,0 ccm Gesamtmenge 


Um 113%h war die ‚„Wassersekretion“‘ beendet. Um 12h 
erhalten die Tiere 200 ccm der Goldlösung; sie reagieren mit 
folgender Sekretion: 
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Hund B. Hund D. 
Saftmenge | Zeit Saftmenge 
— ccm — 

3,8 | 125 | 5,8 
2,0 1! 3,0 
0,9 т | 1% | 2,2 
1,1 | — 1,0 
0,6 GE 0,9 
0,4 | 3 0,8 
0,2 3 0,7 
— 4 0,3 
430 0,2 


wf 





9,0 сет Gesamtmenge | 14,9 eem Gesamtmenge 


Versuche 3, 6. 
9h Beginn des Kontrollversuches. Die nüchternen Tiere er- 
halten 200 ccm Wasser mit der Schlundsonde, worauf eine um 113°h 
abgeklungene Sekretion mit folgenden Einzelwerten einsetzt: 


























Hund M. Hund М. 
) Saft | | Gesamt- | Freie | Saft | — Freie 
= ks | кер — Acidität HOL | сет пераш | Acidität AU 
дю | от | | | | EN 1 } u 
10 0,6 je ‚13 0 1 35 
10% ú | 0.004 1 | | 35 | 0,8 | 0,0064 | 
11 | 02 | 
115 | | 





1,8 сет Gesamtmenge 4,3 eem Gesamtmenge 


Um 12 h wird im Hauptversuch den Tieren 200 ccm der kolloi- 
dalen Goldlösung verabreicht, was folgende Sekretion hervorbringt: 








Hund M. Hund N. 
Е SE т к ү are DESEN S 
‚баб | Gesamt- | Freie || Saft | Fo | Gesamt- | Freie 
G = керн — HCI SE К, zen ‚ Acidität НО) 





‚ 3,5 сет Gesamtmenge к 7,6 ccm Gesamtmenge 
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Zu Versuch 6 bringen wir die zugehörige Kurve: 






Malda 0 
Stundas | 





Guid roliagiai 





Warsa 


Figur 5. 
Also auch Goldkolloid wirkt energisch steigernd, während 


Goldpulver wirkungslos ist (1). 


Übersichtstabelle 5. 

















еви Wassersekretion Kolloidsekretion 
Nr. Hund Zeit in Zahl der Zeit in Zahl der 
| halben Stunden cen halben Stunden ccm 
1 | В | 4 3,7 7 9,0 
2 р | 5 60 9 149 
3 | M| 4 1,8 | 7 | 3,5 
+ |, A TI 20 в | 42 
5 i * | 4 1 ‚8 8 | 3,8 
6 | у: 4 | 4.3 8 | 1.6 
т | À 4 4,3 9 | 8,0 
коор, 4 4,9 8 | 7,6 
У. Platin. 


Da metallisches Platin noch nicht untersucht war, trat zu- 
nächst die Aufgabe an uns heran, die Prüfung nachzuholen. 

Dies wurde durch drei Versuche gemacht, einen mit Platin- 
schwarz und zwei mit Platinmohr; letzteres bereiteten wir uns 
selbst durch Glühen eines Niederschlages von Ammoniumchloro- 
platinat; angewendet wurden beide Präparate in derselben Menge 
wie die Kolloide: es wurde је 0,1g mit Wasser durch die Schlund- 
sonde in den Magen gespült. 

Die Wirkung ist aus den Tabellen ersichtlich: 
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Platinschwarz. 
Versuch 1. 
9 h Beginn des Kontrollversuches. 200 ccm Wasser. Darauf 
Sekretion in folgender Gestalt: 

















HundN. 

Saft . | Gesamt- 
Zeit Se | Pepsin | Acidität Freie НСІ 
9зо 9.4 | 0,0064 | 65 | 80 

10 1, 

10% ооо | 65 | | 30 

11 

11% 





4,4 ccm Gesamtmenge 


12h Beginn des Hauptversuches. | 
0,5 g Platinmohr mit 200 ccm verabreicht, daraufhin folgende 
Sekretion: 























Hund N 
Zeit | Saft Pepsin | Gesamt- Freie НСІ 
See | Acidität 
12 25 | 00064 | 65 30 
1 | Г 
‚| | 0,0064 | 65 30 
| 
| 
| 


4,5 com Gesamtmenge 


Platinmohr. 
9h Beginn des Kontrollversuches. Die nüchternen Tiere 
erhalten 200 ccm Wasser mit der Sonde; darauf setzt eine Sekre- 
tion ein, die um 113° һ als abgeklungen gilt. 


Versuche 2, 3. 


11° ' 0,2 
| 4,8 ccm Gesamtmenze 


Hund В. HundD. 
Saftmenge | Zeit | Saftmenge 

RAR ccm | Ж | _ сеп _ _ 
ER e ` g% | 2» W С ЕЈ 

1,0 | 10 ! 1.2 

0,6 | 10; 0,6 

0,2 | 11 0,3 

| 
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Um 12 h wird der eigentliche Versuch begonnen. 0,1 р Platin- 
mohr .in Verbindung mit 200 ccm Wasser sorgfältig mit der 
Schlundsonde eingeführt. Die nun einsetzende Sekretion ist in 
folgenden Zahlen ausgedrückt: 























Hund В. Hund D. 
Saftmenge Zeit Saftmenge | 
Bra) 2. ЗРНО Чу ы ы Yes 

2, 2 | 129 2,4 

0,9 | 1 ı 1,2 

0,5 | 12° 0,7 

0,3 2% 0,3 
Spur 3 0,2 

а> 330 





3,9 ccm Gesamtmenge 4,8 ccm Gesamtmenge 


Zum ersten Versuch über Platinmohr bringen wir noch Denen: 
stehende Kurve: 


Wir sehen also, daß auch ‹ 
das Platin vollständig in den 
Rahmen der andern Metalle ' 
hineinpaßt: da es vom Magen- Till" 
saft nicht angegriffen wird, wirkt 
es völlig indifferent. Die Ver- 
mutung des einen von uns, es 
könne — im Hinblick auf seine ` wl 
vielfachen katalytischen Effekte 
— eventuell eine Ausnahme bil- 
den, wurde also vom Versuch nicht bestätigt. 

Nun konnte kolloidales Platin untersucht werden; die unter 
Erwärmen dargestellte Lösung von derselben Konzentration war 
undurchsichtig schwarz und setzte bei längerem Stehen etwas 
Pt ab. 

Die Versuche — sich wie folgt: 


NH 





Versuche 1, 4. 


9h Beginn der Kontrollversuche. Die nüchternen Tiere er- 
halten 200 cem Wasser mit der Schlundsonde und reagieren wie 


folgt: 
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Hund M. Hund N. 
— — 
8Saft Gesamt- | 1 Freie || Saft Gesamt- Freie 
a — ЕС kepem " |Acidität | HCI SE me aak Pepsin | | ER Ho 





1,8 ccm Gesamtmenge | 4,0 ccm: Gesamtmenge 


Um 113° h sind die Vorversuche erledigt. Die nüchternen 
Tiere erhalten um 12 h 200 ccm der Platinlösung. Es ergeben sich 
folgende Zahlenwerte: 





























Hund M. Hund N. 
SE EE HE De er EE 
. | Saft Gesamt- | Freie | Saft Gesamt- | Freie 
SS ken Pepan Acidität | HOL | eem Pepsin | \eiaität | HCI 
Te ei = u | KI EE — z3 
12° | 1,8 | Я к 95 0,01 | 55 98 
1 10 | 0,008 | S 39 | 90 | 001 | 55 30 
Mä wa \ 0,008 Je a 
2 | 06 HE 35 | 1а ў | 
930 | 0,5 | | 0,8 | 
3 0,4 | | 
330 i; ‹ | 
d 
4 
| 





5,5 cem Gesamtmenge 8,9 сет Gesamtmenge 


Versuche 7, 8. 
9h Beginn des „Kontrollversuches““. Die nüchternen Tiere 
erhalten 200 ccm Wasser per os und antworten mit folgender 
Sekretion: 











Hund В. Hund D. 
Saftmenge Zeit | Saftmenge 
P EN ырыр фер nen ИШ; — 

2,8 | ө®| 32 

1,4 | 10 2,4 

0,7 10° 1,1 

0,5 u | o 

0,2 Fos ' 02 

— ı 12 | Spur 


= = == EE 


5.6 ccm Gesamtmenge _ 7,6 ccm Gesamtmen:re 


Zur Biochemie der Kolloide. 163 


Nach Abklingen der Wassersekretion wird um 12h 200 ccm 
der Platinlösung verabreicht. Der Sekretionsablauf gibt folgende 
Werte. 


Hund В. Hund D. 


Saftmenge |z o) Saftmenge 








9,8 ccm Gesamtmenge | 


Zu Versuch 7 siehe folgende Kurve: 











Woassersekretion Kolloidsekretion 
Nr Hund Zeit in Zahl der Zeit in Zahl der 

| halben Stunden ccm halben Stunden ccm 
1 9 | 5,5 
2 8 5,8 
4 8 | 8,9 
5 8 | 10,0 
6 9 | 90 
7 8 9,8 
8 9 | 14,7 
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e ЖЄ VI. Palladinm.. T 
', Über Palladiumkolloid wurden vier Versuche gemacht, 
betreffs der Lösung gilt das beim Platin Gesagte. | 


Versuch 1, 3. 
9h Beginn des Vorversuches. Auf 200 ccm Wasser — ein- 
geführt mit der Schlundsonde — zeigt die „Wassersekretion“ 
folgende Werte: 









Hund В. Hund Р. 

Saftmenge | Zeit | Saftmenge 
2,3 9? | 3,3 
0,9 10 | 22 
0,6 10?° 1,0 
0,3 11 0,5 
117 0,2 


1,2 ccm Gesamtmenge 


12h. Nach Abklingen der Wassersekretion Palladiumlösung 
200 ccm verfüttert. Darauf folgende Reaktion: 


4,3 ccm Gesamtmenge | 





























Hund B. Hund р. 
Saftmenge Zeit | Saftmenge 
SS сеш ЕЕ ЖЕ „een — 

3,8 12% | 5,6 
2,5 1| 3 
1,2 199 2,1 
0,9 | 2 1,0 
0,5 28 0,9 
0,4 3 0,7 
0,2 8320 0,4 
— 4 0,5 
0,2 


430 | 


9,5 cem Gesamtmenge | | 14,5 сеш Gesamtmenge 


Übersichtstabelle 7. 


























Versuche: Wassersekretion Kolloidsekretion 
Nr. | Hund | zeit in Zahl der Zeit in Zahl der 
— halben Stunden сет halben Stunden сет 
Bessere Осы эщ сс с en un SE 
1 B 5 4,3 | 7 | 9,5 
2 n 5 4,2 8 10,3 
3 D 5 7,2 9 14,5 
4 з 5 6,8 8 14,2 
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| VII. Arsen. 

Arsen wurde zuerst іп Metallform geprüft; wie beim Platin 
wurde 0,1 g feinsten Pulvers per Schlundsonde mit 200 ccm Wasser 
verabreicht; die Wirkung war, wie zu erwarten, völlig indifferent: 

9h Beginn der Versuche. 200 ccm Leitungswasser per os 
verabreicht, gibt eine Wassersekretion in folgenden Werten: _ 








Hund B. | Hund D. ` 
Saft Gesamt- | Freie Saftmenge 
вош | PP | Aciditat HCI Zeit | TKIR en 
3,2 
22 
0,8 
0,3 
Spur 





5,6 ccm Gesamtmenge 6,5 ccm Gesamtmenge 


Um 12 h wird der eigentliche Versuch begonnen. 0,1 р Arsen 
wird mit Wasser in der bekannten Form verabreicht. Die 
Sekretion gibt folgendes Bild: | 

Hund B. Hund р. 


| Saftmenge 











Saft ; Gesamt- Freie A 
— кеш — po | Zeit 


| сеш 
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Über Arsenkolloid bringen wir vier Versuche. Die Lösung 
war etwas schmutzig-gelb und durchsichtig; die Wirkung geht 
aus folgenden Tabellen hervor: 


Versuche 1, 5, 


ob Beginn. Die nüchternen Tiere erhalten 200 ccm Wasser. 
Daraufhin kurze, um 11?°h beendete Sekretion mit folgenden 
Einzelwerten: 











Hund M. Hund М. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm ccm 
-L Zu ⸗ — deeg 
0,7 | 920 1,0 
0,4 10 0,6 
0,3 | 10 |, 0,5 
0,2 | 11 0,8 
— 0,2 





1,6 com Gesamtmenge | 2,6 ccm Gesamtmenge 


12 h eigentlicher Versuch: 200 ccm des Metallsoles verfüttert. 
Die Sekretion gibt folgendes Bild: 

















Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
dee Zar sn 
2,0 123° 3,3 
1,8 1 2.5 
1,2 E? 1,6 
1,7 2 22 
1,2 2» 1,4 
3 





9,8 ccm Gesamtmenge 


| 14,4 сеш Gesamtmenge 


Versuche 2, 6. 


9h Beginn der Versuche. Die nüchternen Tiere erhalten 
200 ccm Wasser mit der Schlundsonde und reagieren wie folgt: 
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Hund M. HundN. 









Saft 





re Lage) ЕЧ 








1,4 com Gesamtmenge 


Nach abgeklungener Wassersekretion Hauptversuche mit je 
200 com der kolloidalen As-Lösung — 12h: 


Hund M. Hund N. 








11,3 com Gesamtmenge 14,6 ccm Gesamtmenge 


Arsenkolloid bewirkt also eine außerordentlich starke Steige- 
rung; zugleich tritt eine spezifische Erscheinung auf, die wir 
bei Gelegenheit einer andern Untersuchung!) bei Arsenpräparaten 
ganz regelmäßig beobachten konnten: 

Die Sekretionskurve zeigt in allen Fällen ein zweites Maximum, 
manchmal auch noch mehr; d. h. die secernierte Saftmenge 
fällt nicht kontinuierlich vom höchsten Betrage bis Null herab, 


1) Einfluß von Arsenverbindungen auf die Magensaftseekretion. Die 
Arbeit erscheint demnächst in dieser Zeitschrift. 


Biochemische Zeitschrift Band VIIL 12 
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wie dies sonst der Fall ist, sondern steigt noch ein- oder auch 
mehrmal an, um endlich endgültig zu sinken. 

Am deutlichsten geht dies aus nachstehenden zwei Kurven, 
die sich auf die Versuche 2 und 6 beziehen, hervor. 





Arsen со ебі! 


Figur 9. 





ii 
ШУ. 
ЛЫШТЫ 


0 n 8 w % 
Arsen coilogiai 





Figur 10. 


Betreffs einer Besprechung dieser Erscheinung verweisen wir 
auf unsere zitierte Arbeit über Arsenwirkung. 


Übersichtstabelle 8. 





Versuchs- "= Wassersekretion Kolloidsekretion 
Zeit in Zahl der Zeit in Zahl der 

halben Stunden Gem balben Stunden Gem 

1 1,6 9 9,8 
2 n 3 1,4 10 11,3 
3 Я 4 1,8 10 9,5 
4 5 5 2,2 11 10,6 
5 N 5 2,6 11 14,4 
6 Я 4 2,0 11 14,6 
7 S 5 4,2 11 15,2 
8 ` 4 3,0 10 14,3 
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VIII. Schwefel. : 

„Sulfoid‘“ (7), der kolloidale Schwefel, bildet mit Wasser über- 
gossen und geschüttelt eine milchig-trübe, ziemlich rasch sedimen- 
tierende Flüssigkeit, die eigentlich mehr an eine Aufschwemmung 
erinnert als an eine Lösung. 

Die vier an einem Tag gemachten Versuche gaben jedoch 
gute Übereinstimmung mit den übrigen Kolloiden. Es wäre von 
Interesse, das Verhalten elementaren Schwefels zu prüfen, doch 
ein diesbezüglich angestellter Versuch verlief nicht unzweideutig, 
und später bot sich keine Gelegenheit, denselben zu wiederholen. 

Wir beschränken uns daher auf die Wiedergabe der Versuchs- 
ergebnisse mit dem ‚Sulfoid‘“:: 

9h Beginn der Vorversuche: 200 ccm Wasser geben folgende 
Sekretion: ` 

Hond В. Hond D 





Saftmenge | | Zeit ..  Saftmenge 
ccm | ccm 
2,6 3,2 
1,0 1,5 
0,5 0,9 
0.2 0,6 
— 0,2 





4,3 сот Gesamtmenge | 6,4 ccm Gesamtmenge 


12h. Die Tiere sind nach Ablauf des Kontrollversuches 
wieder nüchtern. Sie erhalten 200 ccm der Lösung von kolloi- 

dalem Schwefel. | 
Hund В. HundD. 


Saftmenge 


Saftmenge 


ccm 











9,6 cem Gesamtmenge | ! 10,8 ccm Gesamtmenge 
12* 
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2. Versuchsreihe vgl. 12h. 
Hund B. Hund р. 
















5,6 5,6 
1,7 2,5 
1,0 1,0 
0,5 0,7 
0,3 0,5 
0,2 0,3 
ES 0,2 


9,3 оош Gesamtmenge 


IX. Selenkolloid. 
Selen bildete mit Wasser eine rote klare Lösung, mit der zwei 
Versuche gemacht wurden: 


9 h Beginn des Kontrollversuches. Die Tiere erhalten 200 ccm 
Wasser mit der Schlundsonde. Die Sekretion gibt folgendes Bild: 


10,7 сеш Gesamtmenge 





Hund B. Hund D. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 


ccm ccm 





12h. Nach abgeklungener Wassersekretion wurden 200 ccm 
der Selenlösung verabreicht. Daraufhin folgende Werte: 


Hund В. Hund D. 


er Ши Zeit Be — 








ч sf э wë 


— 2 


See 
КЮ КО бо N ч bech E CH 


EH 





10,6 ccm Gesamtmenge | | 11,7 ccm Gesamtmenge 
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X. Wismuthydroxid und Bismon. 
Zuerst wurde reines, nach analytischer Vorschrift aus Wismut- 
nitrat gefälltes und ausgewaschenes Hydroxyd verfüttert: 
9h Beginn. Die nüchternen Tiere erhalten 200 ccm Wasser im 
Kontrollversuche. Die ‚normale‘ Sekretion zeigt folgende Werte: 


Hund М. Hund B. 
Saft | . | Gesamt- | Freie Saftme 
ccm | TSP | дейни НС] | Zeit еы 










7,0 ccm Gesamtmenge 

Nach Ablauf des Vorversuches wird zum eigentlichen Ver- 
such das Präparat mit 200 ccm Wasser unter den üblichen 
öfter betonten Kautelen verabreicht — es ergeben sich folgende 
Stufen des Sekretionsvorganges: 


4,5 сеш Gesamtmenge 
Zu Versuch 1 die nachstehende Kurve: 


Wasser Bi (ON)g gem 


Figur 11. 
Wie ersichtlich, ist also Wismuthydroxyd ein sekretions- 
hemmendes Mittel. 
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Nun wurde Bismon (9), das kolloidale Wismuthydroxyd, unter- 
sucht. Dies war nach der Paalschen Methode dargestellt, enthielt 
nur ca. 20%, Wismut und ergab eine Lösung von gelbrötlicher 
Farbe. Die Wirkung war folgende: 


Um 9h Beginn der Versuche. Die nüchternen Tiere erhalten 
200 ccm Wasser mit der Schlundsonde und reagieren mit folgender 
Sekretion: | 
Hund M. Hund N. 











Saft . | Gesamt- Freie | “Saft | А . | Gesamt- | Freie 
Zeit |. | Fepsin | Acidität HCI | gem | 6Р2 | Acidität | НСІ 





2,2 ccm Gesamtmenge 4,8 ccm Gesamtmenge 


= Nach Abklingen der „Wassersekretion“ um 12h Beginn der 
Hauptversuche — 200 ccm der Lösung gegeben. Folgender Sekre- 
tionsablauf: 

Hund M. Hund N. 


| Gesamt- | Freie 
| Acidität | HCI 











8 
5 
6 
7 
8 
5 
2 
2 
4,8 ccm Gesamtmenge | 9,3 ccm Gesamtmenge 
Zu Versuch 1 noch die Kurve: 


ES? 


Wismuthnyarenid collasia) 





Figur 12. 
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Wir haben also im Bismon ein Beispiel eines Körpers, der 
im kolloidalen Zustand die Sekretion steigert, während er im festen 
Zustand hemmend wirkt. 

Wir kommen bei der Betrachtung der Versuchsergebnisse 
noch darauf zurück. 


XI. Kalomel und Kalomellol. 
Hier mußte wieder zuerst das feste Präparat untersucht 
werden. Verwendet wurde 0,1 g Kahlbaumschen Kalomels in 
200 ccm Wasser aufgeschlämmt. Die Wirkung war folgende: 


9h Beginn des Kontrollversuches: 200 ccm Wasser geben 
folgende Sekretion: 





Hund B. | Hund D. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm EE, GE SE ccm 
2,8 3,2 
1,2 2,0 
0,7 1,3 
0,4 0,7 
0,2 0,3 








5,3 com Gesamtmenge 7,5 ccm Gesamtmenge 


12h. Die Wassersekretion ist abgeklungen und der eigent- 
liche Versuch wird eingeleitet. 0,1 g Hg,Cl, werden mit 200 com 
Wasser verabreicht. 


Hund B. Hund D. 


— — — 


Saftmenge Zeit Saftmenge 


ccm ccm 








9,0 ccm Gesamtmenge 10,6 ccm Gesamtmenge 
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Zu Versuch 2 geben wir die zugehörige Kurve: 





Über das Kalomellol geben wir vier Versuche: 


Versuch 1, 2. 
9h Beginn. Die nüchternen Tiere erhalten 200 ccm Wasser 
per ов und reagieren wie folgt: 
Hund M. Hund М. 


Freie Gesamt- 
E Pepsin EE BS 









12h nach abgelaufener Wassersekretion Hauptversuche mit 
je 200 ccm der Lösung von Kalomellol. 
Hund M. Hund N. 


Gesamt- | Freie 
Рервіп | Acidität| НСІ 





























12% = 33 | 001 | 4 18 
1 |18 о | 22 | 001 | 45 20 
1° | 99 32 om | 50 20 
2, 15 в | 24 001 | 45 20 
ИЕ: A Joo 50 | 26 
g% 0,3 85 1 0,008 
4 | | 
4% || Spur 0,6 (oss 62 30 
——— 03 
5% | — Spur 





U 
— 


| 9,8 ccm Gesamtmenge 17,1 сеш Gesamtmenge 
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Versuch 3, 4. 


9h Beginn des Kontrollversuches: 200 ccm Wasser mit der 
Schlundsonde verabreicht. Folgende ‚Normalsekretion“ ; 


Hund M. Hund М. 
ccm _ ccm nn 
0,7 
0,4 





3,6 com Gesamtmenge 





2,2 ccm Gesamtmenge 


12h Versuch mit 200 ccm Kalomellollösung. 
Hund M. Hund N. 


Saftmenge za Saftmenge 
и ccm 





16,7 ccm Gesamtmenge 





Zu Versuch 1 nachstehende Kurve: 


SI 





Catomeltad 


Figur 14. 
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Kalomel steigert also ebensowohl die Magensaftsekretion 
wie Kalomellol, während indessen ersteres nur eine Steigerung 
auf das ca. 1!/,fache bewirkt, bringt dieses eine solche auf das 
4—6fache hervor. 

Am besten nimmt man diese quantitativen Unterschiede 
durch Vergleich der beiden Kurven wahr. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Aus unseren zahlreichen Versuchen geht mit großer Deutlich- 
keit hervor, daß Kolloidlösungen völlig ausnahmslos steigernd 
wirken auf die Magensaftsekretion, gleichgültig ob der entspre- 
chende Körper in Ionen- resp. Metallform hemmend wirkt (Be `’, 
Wismuthydroxyd), oder indifferent (Wismut, Gold, Platin), oder 
endlich auch steigernde Wirkung hat (Kalomel). 

In bezug auf die Konzentration des Magensaftes waren wesent- 
liche Unterschiede nicht wahrzunehmen; die Acidität sank ge- 
wöhnlich ein wenig, während der Pepsingehalt etwas stieg. 

Zur Beurteilung der Versuchsergebnisse kommen verschiedene 
Gesichtspunkte in Betracht. 

Die von uns verwendeten Kolloide waren sämtlich von großer 
Beständigkeit gegen Alkali oder Neutralsalzzusatz, wurden aber, 
wie wir uns durch entsprechende in vitro - Versuche überzeugten, 
durch wenige Tropfen einer Säure selbst von der Konzentration 
der Magensalzsäure in kurzer Zeit ‘ausgeflockt; wurde der suspen- 
dierte Niederschlag jedoch mit einigen Tropfen verdünnter Ätz- 
alkali- oder Alkalicarbonatlösung versetzt, so erfolgte bei Eintritt 
der alkalischen Reaktion wieder glatte Auflösung der Ausflockung. 

Da nun der Magensaft fast stets sauer reagiert, müssen wir 
annehmen, daß kurze Zeit nach Einführen der Lösung durch die 
einsetzende Sekretion Ausfällung bewirkt wird. 

Eine Schutzwirkung von seiten des Eiweißgehaltes des 
Magensaftes findet nicht statt. Weitere in vitro - Versuche 
zeigten uns, daß Magensaft ebenso schnell Ausflockung hervor- 
bringt wie Salzsäure von derselben Konzentration und Menge. 

Kommt aber der Niederschlag in den Darm, so wird er hier 
durch die alkalischen Flüssigkeiten wieder in Lösung gebracht. 

Man könnte daher vielleicht die Annahme machen, daß die 
Sekretionssteigerung durch Reflex vom Darm aus bewirkt wird, 
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obgleich bisher bloß Beispiele von Sekretionshemmung durch 
Reflex bekannt sind — wir erinnern an die bekannten Erschei- 
nungen bei den Fetten. 

Andernfalls müßte man annehmen, daß der kolloidale Nieder- 
schlag im Magen die steigernde Wirkung hervorbringt, die bei 
der Unlöslichkeit desselben in saurer Flüssigkeit, vielleicht durch 
die große Oberfläche und feine Verteilung bedingt wird. 

Nach beiden möglichen Annahmen ist zu erwarten, daß wir 
dieselbe Steigerung erhalten, wenn wir statt der Kolloidlösung 
eine aufgeschlämmte Ausflockung derselben verfüttern. 

Ein von uns in dieser Richtung angestellter Versuch be- 
stätigt dies: 

Wir nahmen 200 ccm einer Lysarginlösung von derselben 
Konzentration wie sonst (0,05%), setzten ihr aber zwei Stunden 
vor dem Verabreichen 2 ccm sauer reagierenden Magensaftes zu; 
den hierdurch bewirkten Niederschlag brachten wir vor dem Ein- 
geben durch Schütteln zur Suspension. 

Das Resultat war folgendes: 

Um 9h erhält der Hund 200 ccm Wasser; hierauf folgende 
Sekretion: 


ОЗО Ze эш шала. ee A 4,0 ccm 
М ap a ш ше ш ыл ж a 1,8 „ 
DIE ды жул И 1,0 ,, 
EE ` Aen ш a RE fe e ЖЕ 0,6 ,, 
KSE EE 0,4 ,, 
JJ 0,2 ,, 
20 ыш жор жою и жыт от ыз — 
| 8,0 ccm 
Hierauf erhält er 200 ccm der aufgeschwemmten Lysargin- 
ausflockung. 
E Da уз ee i 4,6 сот 
EE мы 22 „ 
2o ш de ee 1,3 ,, 
DV ee ne ъз 07 ,„ 
ОРИЧ Р 0,5 ,, 
DR жор ж-не сас e e и 0,4 ,, 
u u 0,3 „ 
жы 02 ,, 


10,2 ccm 


178 J. Feigl und A. Rollett: 


Also auch eine Steigerung wie bei der Lysarginlösung. 

Von einer spezifischen Wirkung konnten wir bei den einzelnen 
Kolloiden nicht viel merken; in Betracht kommt nur die eigen- 
artige Form der Arsenkurve, sowie der Umstand, daß von den 
vier Versuchen mit Ferrihydroxyd coll. einer keine Steigerung, 
sondern sogar eine gelinde Hemmung ergab. 

In diesen Fällen ist die Wirkung vielleicht darauf zurück- 
zuführen, daß ein Bruchteil der Lösung insofern verändert wird, 
daß er in Jonenform übergeht. Eine große Rolle kann dieser 
Vorgang aber sicher nicht spielen, da sonst die Mannigfaltigkeit 
der Wirkungen viel größer sein müßte (1). 

Wir sehen aber immer dasselbe Bild: in allen Fällen eine 
mehr oder minder große Steigerung. Zur Erklärung der immerhin 
bedeutenden quantitativen Unterschiede braucht man eine 
spezifische Wirkung nicht heranzuziehen. Völlig vergleichbar 
waren ја die Konzentrationen unserer Kolloidlösungen nicht, 
wenn sie auch immer 0,05%, der festen Kolloidsubstanz enthielten. 

Abgesehen vom wechselnden Eiweißgehalt, der selbstverständ- 
lich die Kolloidkonzentration in verschiedenem Grade herab- 
drückte, spielen ja noch Atom- resp. Molekulargewicht, Teilchen- 
größe, Teilchenzahl und andere Faktoren eine wesentliche Rolle, 
deren Bestimmung mit äußerst großen experimentellen Schwierig- 
keiten verknüpft ist. 

Vorläufig erscheint uns jedenfalls die Ansicht nicht völlig 
unbegründet, daß, wenn wir unsere Lösungen nach allen diesen 
Richtungen vergleichbar machen könnten, wir auch in quantita- 
tiver Hinsicht identische Resultate bekommen hätten. 

Es scheint sich um eine generelle Wirkung des kolloidalen 
Zustandes zu handeln, nicht um eine individuelle der einzelnen 
Kolloide. 

Um zum Schluß noch ein anschauliches Bild der Wirkung 
der verschiedenen Kolloidsubstanzen zu geben, bringen wir eine 
Vergleichstabelle von den untersuchten Kolloiden, mit Angabe 
der Sekretionszeiten in halben Stunden — im Kontrollversuch 
mit Wasser waren es stets 4—5 halbe Stunden — und der Gesamt- 
menge des secernierten Saftes in Kubikzentimetern. 

Der leichteren Übersicht und Vergleichbarkeit wegen sind 
die Zahlen für die secernierte Saftmenge sämtlich umgerechnet auf 
eine „‚Wassersekretion‘‘ von 10 ccm, haben also nur relativen Wert. 
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Betrug z. B. die ‚Wassersekretion‘‘ 5 com, die „Kolloidsekre- 
tion‘ 8 ccm, so wurde die Zahl 16 angegeben: 


ОЕ ГУ 





Aus den verschiedenen Versuchen mit derselben Substanz 
wurde der Mittelwert genommen. 
Secernierte Menge 
für eine Wasser- 
sekretion von 10 eem 














Sekretionsdauer 


Su in halben Stunden 









Collargol 6 16 
Lysargin 1 16 
Hyrgol 9 29 
Wismut | 7 18 
Gold | 8 21 
Platin | 8 23 
Palladium 8 22 
Arsen 10 53 
Schwefel 7 19 
Selen 8 20 
Bismon | 8 20 
Kalomellol | 10 46 
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'Gasstoffwechsel bei urämischen Hunden. 


Experimentelle Untersuchungen. 


Von 
S. La Franca. 


(Aus dem Institut für Allgemeine Pathologie der Universität zu Neapel 
[Direktor: G. Galeotti].) 


(Eingegangen am 14. Dezember 1907.) 


Das Studium der Oxydationsprozesse bei Nephritis und 
speziell bei Urämie ist in jeder Hinsicht von ziemlich großer 
Wichtigkeit; dennoch fehlt es an diesbezüglichen Untersuchungen. 

Die Arbeiten von Hannover!), der, wie v. Noorden her- 
vorhebt, der einzige ist, welcher bei Nephritikern .das Verhalten 
der Oxydationen erforscht hat, sind unvollständig. Er sah, daß 
der Patient mit Schrumpfniere, an dem er seine Untersuchungen 
vornahm, per Kilogramm und Minute 0,142 CO, ausatmete, 
während er als Normalwert 0,137 gefunden hatte. 

Die Wichtigkeit dieser Frage hat mich veranlaßt, sie experi- 
mentell zu studieren, indem ich die Menge des aufgenommenen 
О, und des ausgeschiedenen CO,, sowie den respiratorischen 
Quotienten bei Tieren bestimmte, bei denen eine Ligaturunter- 
bindung der Harnleiter stattgefunden hatte, ferner bei solchen, 
denen die Nieren exstirpiert waren. 

Die beim Auffangen der von dem Tiere ausgeatmeten Luft 
befolgte Methode ist derjenigen ähnlich, welche Agazzotti?) bei 
Untersuchung der Atmung von Meerschweinchen verwendete. 

Ein Hund von kleinem Körpergewicht wurde in einen Metall- 
käfig eingeschlossen, der auf einer Zinkplatte stand und mit 


1) Hannover, CO,-Ausscheidung des Menschen bei verkleinerter 
Lungenoberfläche. Zeitschr. f. Biol. 16, 542, 1878. 

2) Agazzotti, Laboratoire scientifique international du Mont Rosa. 
Travaux de Гаппёе 1903. 


S. La Franca: Gasstoffwechsel bei urämischen Hunden. 181 


einer Wanne aus Krystall bedeckt war. Auf die Platte gebrachte 
gesättigte NaCl-Lösung verhindert das Eindringen der Luft in 
die Wanne unterhalb der Ränder. Auf dem Deckel der Wanne 
sind drei Löcher angebracht; durch eines dieser Löcher geht eine 
Glasröhre, die bis zum unteren Teil des Käfigs eindringt und deren 
anderes Ende mit einem Schlauch verbunden ist, der durch das 
Fenster ins Freie führt. 

Auch durch die beiden andern Löcher gehen Glasröhren, von 
denen eine bis nach unten, in gleicher Höhe mit der vorigen, 
reicht, die andere bis zur Höhe des Käfigs, während sie auf der 
andern Seite durch eine T-förmige Röhre verbunden und mit 
einem Gefäß aus Zink von wohlbekannter Kapazität in Ver- 
bindung gesetzt sind. Dieses Gefäß, das mit gesättigter NaCl- 
Lösung gefüllt ist, wird 2 m hoch suspendiert und mit einem 
andern ganz gleichen leeren Gefäß durch einen mit Hähnen ver- 
sehenen Gummischlauch in Verbindung gesetzt. 

Man kann sich also leicht vorstellen, daß die Luft, wenn 
man die Hähne öffnet, auf diese Weise aus dem Käfig in das 
Gefäß, das sich allmählich entleert und von draußen in den Käfig 
aspiriert wird. 

Ein jedes dieser Gefäße aus Zink faßte 17134 cem. 

Die so aufgefangene Luft wurde mit dem Grandisschen 
Apparate vermittels Ätzkali und alkalischer Pyrogallollösung 
analysiert!). 

Da sich in den Gefäßen mitunter kleine Salzansammlungen 
bildeten, die zu den Hähnen gelangten und ihr Lumen einengten, 
und da auch zuweilen die Öffnung der Klappe mehr oder weniger 
ungehindert erfolgte, so war die Abflußzeit nicht immer bei allen 
Bestimmungen genau dieselbe, weshalb sie in jedem einzelnen 
Falle gemessen werden mußte. | 

Von den Bestimmungen, die ausgeführt wurden, während 
das Tier noch gesund und normal war, habe ich nur einige an- 
geführt, nämlich diejenigen, welche dem Tage der Operation un- 
mittelbar vorhergingen. Von den Resultaten dieser Bestimmungen 
habe ich auch die Durchschnittszahlen beigefügt, die so den 
normalen Gasstoffwechselaustausch der Versuchstiere wieder- 
geben. Ich führte stets täglich zwei Bestimmungen aus, und zwar 


1) Grandis, Arch. Ital. de Biologie, Tome 29, fasc. I, П. 
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eine zwischen 9 und 10 Uhr vormittags, die andere zwischen 
4 und 6 Uhr nachmittags. 

Oft habe ich einige Bestimmungen mehrmals wiederholt, um 
der Genauigkeit meiner Resultate sicherer zu sein. 

In den für jedes Experiment beigefügten Tabellen finden sich 
alle Angaben über diese Bestimmungen, und zwar: 

der barometrische Druck und die Temperatur der Umgebung, 
Werte, die mir dazu dienten, die volumetrischen Angaben der 
Analyse der ausgeatmeten Gase auf Gramme zu reduzieren; 

die erwähnten volumetrischen Angaben als Prozentsätze der 
analysierten Luft; 

die absorbierten Volumina von Sauerstoff und der in einer 
Minute und in einer Stunde ausgeschiedenen CO,; 

die in einer Stunde absorbierten und ausgeschiedenen Ge- 
wichtsmengen von О und CO,; 

die vorhin erwähnten Mengen derart auf das Gewicht des 
Tieres reduziert, daß sie bei den verschiedenen Experimenten 
miteinander verglichen werden können. 

Der Kürze wegen benenne ich diese Werte: Menge des pro 
Kilogramm/Stunde absorbierten Sauerstoffes und Menge der pro 
Kilogramm/Stunde ausgeschiedenen CO,. 

Den respiratorischen Quotienten in volumetrischen Einheiten. 

Aus der nebenstehenden Tabelle erstes Experiment ergibt sich: 

Der respiratorische Quotient schwankt unter normalen Be- 
dingungen beim Hunde zwischen 0,71 und 0,73, steigt wenige 
Stunden nach der Operation auf 0,91, geht dann wieder bedeutend 
herunter bis zur Ziffer 0,51; die Menge des absorbierten (pro 
Kilogramm des Tieres und pro Stunde berechneten) Sauerstoffs, 
die bei diesem Tiere unter normalen Bedingungen im Durchschnitt 
1,89 beträgt, steigt sogleich nach der Operation etwas und nimmt 
später ab; die Menge der ausgeschiedenen CO,, die die normale 
Durchschnittsziffer 1,92 hat, nimmt nach der Operation bedeutend 
zu, bis 2,97, und später wieder ab bis zum früheren Betrage. 

Wie ісһ in der Tabelle bemerkt habe, verendete das Tier 
während der Nacht, weshalb wir nicht wissen, welche Änderungen 
des Gasaustausches in den letzten Lebensstunden eingetreten 
sind. Es wäre wohl von Nutzen gewesen, diese Modifikationen 
bei diesem Tiere zu verfolgen, bei dem Schwankungen so rasch 
eintraten. 
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Sodann muß man hier die wichtige Tatsache im Auge be- 
halten, daß dem Sinken des respiratorischen Quotienten eine Ver- 
minderung der Menge der ausgeschiedenen CO, und des absor- 
bierten О, entsprach. 

Dieses zweite Experiment (siehe 8. 184) ist, wie man sieht, un- 
vollständig; dennoch lassen sich die erhaltenen Angaben nicht nur 
verwerten, sondern sie bieten auch bemerkenswerte Einzelheiten. 

Der respiratorische Quotient, der bei diesem Hunde als nor- 
male Durchschnittsziffer 0,74 betrug, blieb in den ersten Stunden 
nach der Operation unverändert, stieg aber am folgenden Tage 
auf 0,88 und blieb ungefähr auf dieser Höhe, um dann am letzten 
Lebenstage des Tieres wieder zu sinken. 

Die Menge des absorbierten Sauerstoffs, deren Durchschnitts- 
ziffer 1,44 beträgt, nahm nach der Operation unbedeutend zu 
und dann ab während der der Agonie vorausgehenden Lebens- 
zeit des Tieres. 

Die Menge der abgegebenen CO, nahm 24 Stunden nach der 
Operation bedeutend zu, da sie von der normalen Durchschnitts- 
ziffer 1,51 bis auf 2,16 stieg — dann sank sie unter die normale, 
nämlich auf 1,09, als das Tier dem Tode nahe war. 

Die Resultate des dritten Experi- 
mentes (siehe 8. 186) sind klarer und 
vollständiger, weshalb ich es für an- 
gezeigt hielt, sie in der mit Fig. 1 ab- 
gedruckten graphischen Kurve kurz zu 
wiederholen. | 

Aus diesem Experiment ersieht man 
sofort, daß der resp. Quotient während 
der 24 Stunden nach Unterbindung der 
Harnleiter sich nicht merklich änderte, 
dagegen zwei Tage nach der Operation 
bedeutend stieg; dann sank er wieder 
unter die Norm, um alsdann in den letz- 
ten Lebensstunden des Tieres wieder zu 
steigen. 

Die Menge des absorbierten Sauer- 
stoffs und die der ausgeschiedenen CO, 
folgten während des ersten Abschnitts nur 
nach der Operation dem resp. Quotienten, d.h. sie nahmen zu; 
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Gasstoffwechsel bei urämischen Hunden. 


sie nahmen aber bedeutend ab wäh- 
rend des der Agonie vorausgehen- 
den Abschnitts, wohingegen der 
resp. Quotient sich erhöhte. 
Einen beträchtlichen Grad er- 
reichte die Ausscheidung der CO, 
einen Tag nach der Operation, da 
die Menge dieses Gases die Ziffer 
2,20 pro kg/Stunde erreichte, gegen- 
über einer normalen Durchschnitts- 
ziffer von 1,49; gegen Ende des Ex- 
perimentes betrug die ausgeschie- 
dene CO, pro kg/Stunde 0,38. 
Auch ist zu bemerken, daß 
die Lähmungserscheinungen auf- 
zutreten beginnen, wenn der resp. 
Quotient unter die Norm sinkt. 
Die Ergebnisse des vierten 
Experimentes (siehe 8. 188) zeigen 
sich sofort, wenn man einen Blick 


auf die in Figur 2 wiedergegebene о: 


graphische Darstellung wirft. Die 
Kurven dieser Figur zeigen ғ, 
ein ähnliches Verhalten wie 
die der Figur 1. 

Der resp. Quotient er- 
höht sich an dem auf die ,, 
‘ Unterbindung der Harnlei- 
ter folgenden Tage bis auf 
1,10; zwei Tage nach der ч 
Operation beginnt er zu 
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Af 










sinken. Ег steigtsodann be- 
trächtlich an dem Tage, an 
welchem das Tier stirbt. 
Aus den in Figur 3 wie- 
dergegebenen Kurven er- 
sieht man sogleich die Re- 
sultate des fünften Ех- 
perimentes (siehe S. 189). 
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Der resp. Quotient entfernt sich nicht von der Norm nach 
der ersten Nephrektomie; dagegen erhöht er sich ca. 12 Stunden 
nach Exstirpation der zweiten Niere, um dann wieder zu sinken, 
wenn die Anzeichen der Urämie beginnen; am letzten Lebens- 
tage des Tieres endlich steigt er bis auf 1,12. Die Menge Kohlen- 
säureanhydrid und die Menge des absorbierten Sauerstoffs nehmen 
nach der ersten Operation zu, nach einigen Tagen wieder ab und 
steigen sehr hoch nach der zweiten Nephrektomie, wenn die 
ursämische Vergiftung beginnt, sie sinken dann beträchtlich in 
der der Agonie vorausgehenden Periode. 

Wie man auch aus den in Figur 4 wiedergegebenen Kurven 
ersieht, sind die Resultate des sechsten Experimentes (siehe 
5. 191) denjenigen des vorhergehenden ganz ähnlich. 

Der resp. Quotient ändert sich nicht in bemerkenswerter 
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Weise nach der 
ersten Operation. 
Zwei Tage nach der 
zweiten Nephrek- 
tomie steigt er bis 
auf 0,92, sinkt von 
neuem und erhöht 
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Figur 4. 


sich wieder bis auf 
1,18 am Todestage 
des Tieres. Die 
Mengen des absor- 
bierten Sauerstoffs 
und des ausgeschie- 
denen Kohlensäu- 
reanhydrids neh- 
men nach der ersten 
Operation etwas zu; 
nachdem sie in 
wenigen Tagen zur 
Norm zurückge- 


kehrt sind, nehmen sie wiederum zu nach der Exstirpation der 
zweiten Niere; in der der Agonie vorausgehenden Periode gehen 
sie bis zu sehr niedrigen Ziffern herab (0,52 bzw. bis 0,56). 

Das siebente Experiment (siehe 8. 192) ergibt die folgenden 
Daten: 


191 


Gasstoffwechsel bei urämischen Hunden. 


-pusqy ше 3әроеләл рип 
uogqdalgıy вә 38 3910104 шү 
"пөдәцлә nz Jdoy пәр "01 вә 
330193 usdunzıoy пәхңєўв qovu 
‘шәроЯ чәр јоз ә2пв0цә$ әр 439 
`‘иөЗвүцәѕәЗләрәги 481 AOL], SLA 
ywyyj93 Zrpuygsj[0a puts пзе} 
"шәх пәлә}шц Əd — Lt 

'uəpog 
nz зәрәгм вә 3118] Juwiep цотә8 
199% :пә[әўв nz oug ор me 
пәйпп3пәл}впү пә[әїл IVU ydıs 
"mut вә 20192 шц Zunzioy Ing 
Juıyygjd3 поцов uo шәх 
пәлә}шч әр рш 2354310104 
шү oouaavid 389 вә ҷшшөцәд 
puıs иәЗопЗәмея oul — `9] 

"OUR {чыў 89 Jong 

шәх 19929 8 "uodwjyasoäıaperu 

193109м 58м49 Inu 481 *%01948ә3 
Əm цоїз Yopuyaq sA — GI 

чоп 

yung} рип 30:9 вәўцәо1әмә3шә 

Чо п! semgo 1011 se ‘qney 
-9q в=мўә 151 191], SBA — rt 

"8N `в1 

səp uspungssäggyıunIoy ләр puoa 

088 өтшозҳәлціе у 192131958311 

ug рап тер `8 səp uepungssäe} 

-шҷоеҳ зер риецем }1әпәйо 

sıuoyyaıyden л92131955=3ш] ug 
pum — 'puny ләпәѕцәвмія 


пәЗипҳләшөя 








Org 176980 


82160 
Ca oimg0 
*9880 
9}88'0 
ZZZL'O 
©8!9°'0 
16260 
066 1 0098°0 


821250 
G608°0 
L162'0 
£628°0 
9998°0 
1978°0 
92820 


88180 
19020 
FCO 
8Є81'0 
©©0`6 00080 


E97 
8777 
OF6'I 
ZGL'I 
0Z8‘T 
068'1 
GH 
АА! 


SON 
6881 
I6g'I 
IERT 
2941 
©89'1 
OCI 


DOE 
Sai 
dv 
6861 
1061 





78770 |88260 
gag'z | 60° 
2087| LS 
097% LIST 
РРТС | LOS 
ZLB'T | are 
ELL'T | 828% 
0837| LGF 
700% | 286° 
06% [| &19% 
9CG'T | OGT'E 
б Т| 658: 
С©19°Т| 697€ 
1281| 1626 
©б6'1| 268° 
Ip) 000° 
РСТ | 2088 
OER TL. 668° 
ORT 7667 
0081 | Leg 
ІРР: | 086% 





y-äy 011) Ц od 






t09 өчәр 


-әтцоѕәд8п ү 





SOLL |8616 
FEROE | 0'ZI8Z 
0° #80 | Z'88FZ 
0'896% |@'88#@ 
77197 |0 7987 
0'С!!@|0'#90@ 
9‘LL8Z | #°7C61 
772192 | 9'997 
2:698 | 8'607 


8`бЁВТ gc 
28912 |62901 
9'99#& |#°6661 
9`21с |0`6081 
G HERZ |96012 
8'992 |9691 
26116 |91991 


9:691 |00221 
21666 | 60261 
9'600 10`121 
9'112 09891 
98661 06601 


= 
S 
a 





Ausge- 
schiedene 
ccm CO, 





єє'ст | TO'TI |6L'T 
got |0!'6 | 03'S 
L'IP |02'9 | 09% 
LEIP | OS'S | 09'F 
ot'6g | 03'S | 09 
or FE ОРС 06° 
(KZ? 096 08° 
III? 106 08% 
Cour | 00'S | OE‘ 
86'£7 | 09'S 08° 
ZI'6Z 107 F | mie 
t9'Ze |08# | 08° 
CO0e | OTF | 09° 
9T'CE | OG'F |068 
9T'9E | 09°F | (Sg 
6Z'LZ речо 
 пә|ешлои 
oT'E 
62 


00 6 08% 
11:96 |06“ | 
сос | 09'e (Ip 
09°L2 |02‘ |06 


1 





с9`92 | OS'S 08% 


Tad|% | % 





0 
6I 
61 
61 
0% 
0% 
0% 
0с 


0с 


0% 
0% 
07 
61 
61 
gI 


gocil er rmdleu 











0'892| 61 [= "$ "21 
0:192 1% "шс "91 
0:192 Т2 "ше" "91 
0°092| 0 [ш "с "6 
0:09) 0с [ше gg] 
Soo 0с ш "9 ФТ 
8:692 06 "ш'е "с ФТ 
0:092 0% ш "с "е1 
0'092 61 в E ZI 
0'682, 06 "ш ‘II 
aen oz wg 01 
grou oz шс] 
0'092 LG wd'g'g 
0092| 17 "weg '6 





sələr, səp uəSunsupəg 
























тәўип IMIM әр TVW 
81 |9'892| 61 [wrdlig ‘2 
| ST #792 LT rugeiog 
вт “09 21 Ia dré g 
81 #092 LT mees 
gI 1 9 Lt "ша "6 ‘I 
— ——— – —— ете" 
2 1.4515 
5 Ё Р SE g| g 
а расы E| S 
ча „|2 Я = S 
Р ER вра 





зшәшцәйху "IA 


S. La Franca 


192 


'в3931ш | | | | | 


а (осот 1600 |18090 orob o то log'tee ween (асо Jee) |080 sem ra mu 13 neg zz 
рооза A 0&96'0| 996'T | 106°& 921° | 009% | (oral Z’arge| orl СРСР 0Р9 | 06:6 16 |0192 0с pudia "2 


#1 ләр Sed — e 101028060 ZIL'T| erg 19%) 96| 2706) 809/6) 29:09 | 89°97 1069 09: T 0192 0с weg Ig 
а ана а gurgu GEHT) 66/6 Lëtz gert 8/8806) ri 6187 | 6207 06‘) oO Т2 0'852) 81 "шс o 
-әушц әр purs eäemm 0202129960] 892*1 | gege PZEZ 018# | ron geng 60'9F | СОР 69:9 ОРС) TZ 0'892 81 шего og 


N uno 100080 ert) ee | 6891) gree | rares gergtl аве) es'oe (oer | gei 10 (0292 et "wege 
ец 490202808 193 | > 


"91 шәщөв Jne вә ппәм OGF2'O| 8921 | 289° geet 892°7 goen 2191 org Co 00% 86%) TZ 0'092) 0с "ш 81 
— Feel, айу 180000) DIE | LZZ'T | 9696 86781 gepri ®8'0& 8682 mir) 08'Z| 0& 0092| 0с гше et 
66190) +97'T | 260'8 | ot | 988'2 | 090] reet or'ee og | 09% | ОТЕ, og gou 61 "ш" "21 


е ët. 1999°0 606°1 | 680% | 1621, 108'& | F'EBOE| gan 6818 | 86'#& | 02“ | 08°&| 61 10:89) 61 weg "21 








| sun 896'T | zetel eet 981% | #'161Е| z'ozez| er'eg | 2288 | 06'6 | ОБЖ 61 |0719] 1с méie 91 
Зїшәйвпе ` (9692'O| 209'T ege rot ?9©'Е| 1098) 7'0861| ОРЕР| wirt ` ` ` ` seag, sop пәйипйшрәң 


IEW 1 ѕәр uepungssär} 


ASN дәр puorqya пиәүешдлоц дәўпп әлә АА ләр Toyyım 





| 


ƏSASI P EM ‘OL LTEL'O| 0981 | 6626 | 9191 LIFE | #886] 08681) РСР | SE'TE | 6+ 0% o o |"ш" "9 ‘ст 
— а евра 0008°0| 889 T | orl 9081) Ger 999 #116) (Um 629 |919 0с 0092| 02 weg 1 
ten noe ord | |9690) Ф121 gege! (gt. wer) gau 20061 gem) top ОР: 0с |8'692 0с meer 
— pup opgestaan 9116|9С18'0) 69:1 BIZE | OTL'T| LINE 9:99) (ro (Ir OPER |08 0с 10092 02 ш" 9 "1 





3 аз 19-25 010) q 024 |ц-35 өзі q od o , A = 
28| В SI, A éi A Bei ЖЕР ЕЕ = 
пәЗипҳләшәя E 5 * wi 5O SEI Bä" a Zelt, Е: 
e 2582532 E | 5Е 8 A 
58) Д | Hama 38428448 2 83 85 
! © 





auotuiodxg "TA 


Gasstoffwechsel bei urämischen Hunden. 193 


1. Nach der Exstirpation der ersten Niere zeigt sich eine 
rasche Vermehrung der CO, und des absorbierten Sauerstoffs, 
während der resp. Quotient unverändert bleibt. 

2. Nach der zweiten Nephrektomie hat sich der resp. Quo- 
tient erhöht, worauf er die Tendenz zeigte, zur Norm zurück- 
zukehren. 

Die Menge der Gase ist gleichfalls hoch geblieben, wobei sie 
jedoch Schwankungen erfuhr. 

Am letzten Lebenstage des Tieres ergab sich bei noch be- 
merkenswerterer Erhöhung des resp. Quotienten eine starke Ab- 
nahme der Oxydationen. 

Das Tier lebte nicht so lange wie die anderen und verlor 
von Anfang an die gewohnte Lebhaftigkeit. 

Das letzte Tier zeigte eine außerordentliche Resistenz; wie aus 
der nachstehenden Tabelle (achtes Experiment, 8. 194) ersichtlich, 
hat es länger als 7 Tage ohne Nieren gelebt und, wie es wenigstens 
den Anschein hatte, gar keine Vergiftungserscheinungen irgend 
welcher Art gezeigt. 

Nach Exstirpation der ersten Niere trat eine ganz leichte 
Erhöhung des resp. Quotienten und eine Zunahme der Menge 
der ausgeschiedenen CO, ein; dann kehrte alles zur Norm 
zurück. 

Nach Entfernung der zweiten Niere zeigte sich am folgenden 
Tage Erhöhung des resp. Quotienten und eine leichte Zunahme 
der Menge des Gasstoffwechsels, die jedoch nie eine sehr hohe 
Ziffer erreichte. 

Der resp. Quotient, der ebenfalls bis zum vorletzten Tage 
schwankte, zeigte fortwährend einen niedrigen Wert. 

Am Vormittag des letzten Tages wurde eine Abnahme der 
Menge des absorbierten О, und des ausgeschiedenen CO, kon- 
statiert und, wie gewöhnlich, eine Erhöhung des respiratorischen 
Quotienten. 


Zusammenfassung und Schlußfolgerungen. 

Die Hunde, an denen ich meine Experimente machte, wider- 
standen im Durchschnitt 4—5 Tage; einer, der achte, lebte nach 
der beiderseitigen Nephrektomie sogar noch 7 Tage. — Diese 
Resistenz ist viel größer, als diejenige, welche man früher nach 


S. La Franca 
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Colasantis Experimenten!) angenommen hat und die Prevost 
und Dumas auf 42 Stunden festsetzten, Cl. Bernard?) auf 
50—75 Stunden. Erwachsene Tiere zeigten größere Resistenz 
als junge. 

In den betreffenden Tabellen habe ich die wichtigsten Er- 
scheinungen verzeichnet, welche die Tiere darboten: ich halte 
es aber nicht für überflüssig, auf den fast konstant beobachteten 
Symptomenkomplex aufmerksam zu machen, um so mehr, als 
er von der Beschreibung abweicht, die von anderen Autoren, 
welche sich mit Exstirpation der Nieren beschäftigt haben, ge- 
geben worden ist. 

Nach der ersten Periode, während welcher das Tier mehr 
oder weniger lebhaft ist, meistens aber kein bemerkenswertes 
Zeichen einer Störung darbietet, erscheinen als Merkmale der 
vorgeschrittenen Autointoxikation Störungen im Gehen, nament- 
lich an den hinteren Extremitäten. 

Das letzte Tier, das am liebsten liegen bleibt, scheint betäubt 
zu sein, wenn man es zwingt, sich zu erheben und umherzugehen; 
seine Bewegungen sind langsam, gehemmt und fast mühsam; 
seine Beine bewegt es schwerfällig. 

In einer weiter vorgeschrittenen Phase kann das Tier 
sich erst nach wiederholten Anstrengungen erheben, und bei 
weiterem Fortschreiten des Autointoxikationsprozesses werden 
die hinteren Extremitäten vollständig gelähmt. Die vorderen 
Gelenke dagegen fahren fort zu funktionieren, wenigstens in der 
Mehrzahl der Fälle, bis kurz vor der langen Periode, die der Agonie 
vorausgeht. Dann sind auch die Bewegungen des Kopfes erschwert 
und das auf dem Boden hingestreckte Tier kann sich nicht be- 
wegen; es atmet mühsam und wird durch häufige Versuche, sich 
zu erbrechen, erschüttert. 

Ich führe diese Veränderungen des Befindens der operierten 
Tiere an, weil sie offenbar in engster Beziehung zu den Modifika- 
tionen der Oxydationsprozesse und des Gasstoffwechsels im all- 
gemeinen stehen. 

In der Mehrzahl der Fälle war es mir nicht vergönnt, beim 
Tode der Tiere zugegen zu sein; in den Fällen aber, bei denen 


1) Colasanti, Ricerche esequite nell’ Istituto di Farmacologia speri- 
mentale. 2, 3, 4, Jahre 1895, 1896, 1899. 
2) Vgl. Luciani, Fisiologia dell’ Uomo. Soc. Ed. Libr., Milano. 
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ich zugegen war, beobachtete ich keine Konvulsionen. Diese 
Tatsache wurde auch von Ignatowsky!) bei Kaninchen kon- 
statiert, bei denen er durch beiderseitige Nephrektomie und 
Unterbindung der Harnleiter Urämie hervorgerufen hatte. 

Das Erbrechen begann stets am letzten Tage; dagegen konnte 
ich schon von den ersten Tagen an das Eintreten von Diarrhöe 
beobachten. 

Und nun fasse ich die Resultate meiner Bestimmungen über 
den Gasstoffwechsel zusammen. Vor allem ist zu bemerken, daß 
die erhaltenen Resultate bei allen meinen Experimenten so ziem- 
lich übereinstimmten, und zwar sowohl bei den Tieren mit unter- 
bundenen Harnleitern als bei denen, welchen beide Nieren exstir- 
piert wurden. | 

Das will sagen, daß die Modifikationen des Gasstoffwechsels 
in Wahrheit der Stauung von Produkten zugeschrieben werden 
müssen, welche die Niere ausscheiden soll, und nicht dem Fehlen 
der Nieren. 

Wenn ich die Resultate meiner Beobachtungen schematisch 
zusammenfasse, so kann ich die Schlußfolgerung ziehen, daß 
der respiratorische Quotient sich zu ändern beginnt, indem er 
einige Zeit nach der Operation wächst, wahrscheinlich wenn die 
Wiederresorption der Harnbestandteile beginnt. Hierauf ver- 
mindert er sich beinahe immer wieder bis zur normalen Höhe 
und steigt bedeutend während der der Agonie des Tieres voraus- 
gehenden Periode. 

Die Mengen des ausgeschiedenen CO, und die des absor- 
bierten Sauerstoffs (berechnet pro Stunde und Kilogramm des 
Tieres) nehmen nach der Operation zu und nehmen bedeutend 
ab, wenn das Tier dem Tode nahe ist. 

Nach der in zwei Abschnitten ausgeführten beiderseitigen 
Nephrektomie treten, bei den verschiedenen Experimenten über- 
einstimmend, folgende Erscheinungen ein: Der respiratorische 
Quotient ändert sich nicht nach Exstirpation der ersten Niere, 
nach Exstirpation der zweiten verhält er sich wie bei den Tieren 
mit unterbundenen Harnleitern; d.h. er erhöht sich einige Zeit 
nach der zweiten Operation, sinkt wieder und steigt beträchtlich 
am Ende des Experimentes. Die Werte, welche die Menge des 


1) Ignatowsky, Journ. de Physiol. е Pathol. gener. 1906, 6. 
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pro Stunde und Kilogramm des Tieres absorbierten Sauerstoffs 
und der ausgeschiedenen Kohlensäure repräsentieren, verhalten 
sich fast zueinander parallel; nach der ersten Operation nehmen 
sie zu, werden nach 4 oder 5 Tagen wieder normal, steigen be- 
trächtlich nach Exstirpation der zweiten Niere und sinken bis 
zu Ziffern, die weit unter den normalen liegen, wenn das Tier 
dem Tode nahe ist. 

Fügen wir einige Worte zur Erklärung dieser Tatsachen 
hinzu. 

Bekanntlich bedeuten die Schwankungen des respiratorischen 
Quotienten Veränderungen der Natur der Oxydationsprozesse. 
Wenn z.B. der respiratorische Quotient sich erhöht, so kann 
man sagen, daß Oxydationen von Kohlenstoffatomen vorherrschen, 
wenn er sich vermindert, daß unvollständige Oxydationen vor- 
wiegen, d. h. die Fixierung von Sauerstoff auf organischen 
Molekülen, die einen gewissen Grad der Komplexität beibehalten. 
Die Schwankungen bei den Mengen der abgegebenen Kohlensäure 
und des absorbierten Sauerstoffs (berechnet, wie gewöhnlich, pro 
Stunde und Kilogramm des Tieres) repräsentieren jedoch vor- 
zugsweise die Schwankungen bei der Messung der Oxydations- 
prozesse, obgleich sie zum Teil von der Natur dieser Prozesse 
abhängen. 

Mithin sind diese drei Werte genügende Anzeichen der Art 
und Weise, wie die Oxydationsprozesse im Organismus vor sich 
gehen. Wie schon gesagt, beweisen meine Bestimmungen, daß, 
sobald die urämische Intoxikation beginnt, die Mengen des absor- 
bierten Sauerstoffs und der ausgeschiedenen Kohlensäure zu- 
nehmen und auch дег respiratorische Quotient sich erhöht. Dies 
bedeutet, daß die Oxydationsprozesse in größerem Maße auf voll- 
ständigere Weise vor sich gehen; das ist offenbar ein Kompensa- 
tionsversuch des Organismus, um der Insuffizienz der Nieren ab- 
zuhelfen und durch Oxydationen die Produkte des Stoffwechsels 
zu zerstören, die nicht durch die Harnwege ausgeschieden werden 
können. 

Wenn jedoch die urämische Intoxikation eine so schwere 
ist, daß sie eine tiefgehende Veränderung der Mechanik der 
Atmungsorgane bewirkt, dann nehmen die Oxydationsprozesse 
ab. Daraus erklärt es sich, daß die Mengen des ausgeschiedenen 
Kohlensäureanhydrids und des absorbierten' Sauerstoffs bis auf 
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sehr niedrige Ziffern heruntergehen, daß infolge der verminderten 
Lungenventilation die Kohlensäure sich in der ausgeatmeten Luft 
anhäuft und der respiratorische Quotient sich erhöht. 

Bezüglich der Hunde, bei denen die beiderseitige Nephrek- 
tomie in zwei Abschnitten ausgeführt wurde, muß ich noch hin- 
zufügen, daß wir uns die Gestaltung der Kurven leicht erklären 
können, welche die Mengen der ausgeschiedenen Kohlensäure und 
des absorbierten Sauerstoffs in der auf die erste Operation folgen- 
den Periode darstellen. 

In der Tat ist es natürlich, daß nach Exstirpation der ersten 
Niere (dies beweisen auch andere Experimente — vgl. Lojacono, 
Centralbl. f. allg. Pathol. 1907) eine gewisse Stauung von Stoff- 
wechselprodukten im Blut eintritt; deshalb ist es leicht ver- 
ständlich, daß die Oxydationsprozesse zunehmen müssen. 

Wenn dann die übriggebliebene Niere hinlänglich stark wird, 
um das fehlende Organ zu ersetzen, alsdann kehren auch die 
Oxydationsprozesse zur Norm zurück. 

An letzter Stelle wäre noch zu erwähnen, daß die von mir 
besprochenen Veränderungen im Gasstoffwechsel höchst wahr- 
scheinlich auch von denjenigen Veränderungen des Blutes ab- 
hängen, welche die urämische Intoxikation begleiten. Dies sind 
entweder Veränderungen des Zustandes der roten Blutkörperchen 
und ihrer Fähigkeit, den Sauerstoff chemisch zu binden und 
weiter zu befördern oder Veränderungen der Zusammensetzung 
des Blutplasmas und speziell der Eigenschaft des letzteren, die 
man mit dem Ausdruck Alkalescenz bezeichnet. — Daraus ergibt 
sich deutlich die Notwendigkeit, eine andere Seite des Problems 
zu studieren, nämlich zu bestimmen, wie sich die Blutgase bei 
der urämischen Intoxikation verhalten. Mit der Lösung dieses 
Problems gedenke ich mich in nächster Zeit zu beschäftigen. 


Zur Chemie des Leecithins. 


Bemerkungen zu der Arbeit von J. Bang: 
„Biochemie der 2еШіроійе“ in den Ergebn. а. Physiologie 


6, 131, 1907. 


Von 
Paul Mayer, Karlsbad. 


(Eingegangen am 2. Januar 1908.) 


Zur Chemie des Lecithins habe ich zwei Mitteilungen!) in 
dieser Zeitschrift veröffentlicht, auf deren Inhalt J. Bang in 
seiner oben erwähnten Zusammenfassung mehrfach Bezug nimmt. 

Zuerst habe ich mitgeteilt, daß Lecithin durch lipolytische 
Fermente nach Art der Neutralfette spaltbar ist, und daß man 
dieses Verhalten benutzen kann, um aus vorher racemisiertem 
Lecithin den optischen Antipoden des gewöhnlichen rechts- 
drehenden Lecithins darzustellen. 

J. Bang spricht nun allen früheren Arbeiten, die nicht mit 
dem nach der Erlandsenschen Methode dargestellten Lecithin 
ausgeführt sind, jeden Wert ab. Er zieht die Spaltbarkeit des 
Lecithins durch Lipase in Zweifel und hält die Existenz des 
optischen Antipoden nicht für bewiesen. 

Die Grundlagen nun, auf die Bang seine Zweifel stützt, 
sind recht eigentümlich; sie basieren allein auf der apodiktischen 
Behauptung, daß даз benützte Ausgangsmaterial, das „Agfa“- 
Lecithin, für derartige Untersuchungen nicht benutzt werden 
dürfe. 


1) Р. Mayer, Über die Spaltung der lipoiden Substanzen durch 
Lipase und die optischen Antipoden des natürlichen Lecithins, diese 
Zeitschr. 1, 39, 1906; Über Lecithinzucker und Jecorin sowie über das 
physikalisch - chemische Verhalten des Zuckers im Blut, diese Zeitschr. 
1, 81, 1906. 

Biochemische Zeitschrift Band VIII. 14 


200 P Mayer: 


Wenn es auch ganz außer Diskussion steht, daß dieses Handels- 
produkt im chemischen Sinne nicht absolut rein ist, und Er- 
landsen sich um die Reindarstellung wie überhaupt um die 
Chemie des Lecithins besondere Verdienste erworben hat, so 
steht andererseits die Verwendbarkeit desselben für die von mir 
bearbeiteten Fragen außer Zweifel. Früher habe ich die Analysen- 
zahlen des von mir benützten ‚„Agfa‘“-Lecithins mitgeteilt. Ver- 
gleicht man diese Zahlen mit den von Erlandsen für reinstes 
Lecithin erhaltenen, | 
| | berechnet für 
Agfa-Lecithin Erlandsen-Lec. C,„H,„NPO, 


C 65,0% 66,29%, 65,70%, 
H 10,8% 10,17% 10,21% 
N 1,8% 1,87% 1,79% 
Р 3,9%, 3,95% 3,95%, , 


so ergeben sich für N und Р, den typischen Lecithinkennzeichen, 
geradezu identische Werte, dagegen für H und C etwas abweichende 
Zahlen. Beachtet man aber, daß der C-Wert des von Bang 
allein anerkannten Lecithins von Erlandsen gegen die Theorie 
um 0,6%, abweicht, so sieht man, daß die Differenz bei Lecithin 
Agfa sich ungefähr in gleichen Grenzen (nach unten) bewegt. 
Es ist eine Splitterrichterei, auf Grund derartiger Differenzen 
die mangelnde Beweiskraft aller mit Agfa-Lecithin ausgeführten 
Untersuchungen zu proklamieren. 

Gewiß ist die chemische Bruttozusammensetzung kein Beweis 
für die Einheitlichkeit; aber was das Lecithin verunreinigen kann, 
sind Phosphatide, die chemisch den Charakter des Lecithins 
haben, ganz gleichgültig, ob sie eine mehr oder minder gesättigte 
oder kohlenstoffreichere Fettsäure usw. enthalten mögen. Es steht 
daher außer Frage, daß die Substanz, die den biologischen Be- 
griff des Lecithins verkörpert, mag sie einheitlich oder ein 
Gemisch von Homologen sein, die physiologisch wichtige Eigen- 
schaft besitzt, durch lipolytische Fermente spaltbar zu 
sein. 

Die Tatsache, daß Lecithin durch Kochen seiner alkoholischen 
resp. ätherischen Lösung racemisiert wird, hat schon Ulpiani 
gefunden. Ich habe sie benützt, um zunächst ein optisch-inaktives 
Lecithin in Substanz darzustellen. Daß bei der Prozedur der 
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Racemisierung eine partielle Spaltung der Verbindung unaus- 
bleiblich ist, habe ich früher betont und bei der Reinigung des 
inaktiven Produktes entsprechend beachtet. Durch Waschen der 
ätherischen Lösung mit Wasser und Sodalösung wurden die 
eventuell entstandenen Spaltungsprodukte entfernt. Für das 
isolierte inaktive Lecithin fand ich seinerzeit N- und P-Werte 
(N = 1,98%, P = 4,06%), die den Charakter als Lecithin und 
die Abwesenheit irgendwie nennenswerter Mengen Spaltungspro- 
dukte beweisen. | 

Daß die Racemisierung keine so sehr eingreifende Behandlung 
gewesen ist, wie Bang meint, folgt außer aus den Analysen 
gerade aus der Tatsache der asymmetrischen Verseifbarkeit durch 
Enzyme. Es ist völlig unberechtigt, angesichts der Daten für 
das dargestellte l-Lecithin und das daraus bereitete d-glycerin- 
phosphorsaure Barium an der Existenz dieser Verbindung zu 
zweifeln. Nicht einmal eine Verschiebung der Säurereste an den 
Glycerinhydroxylen, die man zuerst hätte erwarten können, 
tritt bei der Racemisierung ein. Denn sonst wäre das inaktive 
Produkt nicht mehr asymmetrisch spaltbar; und wenn eine 
Verbindung, die vorher rechtsdrehend war, über die inaktive 
Phase in eine fast in gleichem Betrage nach links drehende Ver- 
bindung übergeführt wird, und nebenbei die Analysen die gleiche 
Bruttozusammensetzung geben, so ist eben für chemische Begriffe 
der optische Antipode dargestellt. Daran wird nichts geändert, 
wenn das Ausgangsprodukt einen Drehungswert [2], = + 9,84 
und der optische Antipode — 8,59 zeigt. Веі einer Ferment- 
hydrolyse, zumal bei einem Körper von Lecithincharakter, kann 
man keine größere Übereinstimmung verlangen; und ein Ver- 
gleich mit entsprechenden Fragen der Kohlehydrat-, Amino- 
säuren- und Polypeptidchemie wird auch Bang überzeugen, daß 
er bei seiner Kritik einer Selbsttäuschung anheimgefallen ist. 

Ganz kurz möchte ich noch auf einige Punkte in den Aus- 
führungen Bangs über die Lecithin-Kohlehydratverbin- 
dungen eingehen. 

Bang betont, daß die von mir für Lecithinglucose erhaltenen 
Analysenzahlen dafür sprechen, daß dieselbe ein Zersetzungs- 
produkt darstellt. Wer meine eigenen Ausführungen und meine 
diesbezüglichen Versuche genau gelesen hat, die mir zeigten, „wie 
kompliziert die Verhältnisse liegen, und wie schwierig es ist, zu 

14* 


202 Р. Mayer: Zur Chemie des Lecithins. 


richtigen Vorstellungen über die Vorgänge, welche sich bei der 
Bildung der Lecithingluoose abspielen, und über diese selbst zu 
gelangen,‘ der wird es nur selbstverständlich finden, daß ich 
diese Möglichkeit durchaus zugebe. Ich habe auch in meiner 
Arbeit auf die erwähnte Elementaranalyse gar kein großes Ge- 
wicht gelegt und ausdrücklich betont, daß eine Erklärung für die 
auffallende elementare Zusammensetzung erst durch eine 
größere Reihe von Analysen, die mit Produkten verschiedener Dar- 
stellungen vorzunehmen sind, geliefert werden kann. Wenn aber 
Bang meint, das Ergebnis der Elementaranalyse zum Teil darauf 
zurückführen zu müssen, daB ich als Ausgangsmaterial das 
Agfa-Lecithin benutzt habe, so ist diese Annahme nach meinen 
obigen Erörterungen durchaus von der Hand zu weisen. Und 
was Bangs Bemerkung betrifft: ‚Infolgedessen darf man den 
Mayerschen Untersuchungen keine größere Bedeutung zu- 
messen,‘ so habe ich darauf zu erwidern, daß Bang selbst ihnen 
recht große Bedeutung zugemessen hat; denn er hat die wich- 
tigsten der von mir gezogenen Schlußfolgerungen zu den seinen 
gemacht. Wenn er beispielsweise die Ansicht ausspricht, daß man 
unmöglich von einer wahren chemischen Verbindung zwischen 
Lecithin und Zucker sprechen kann, so haben erst meine Unter- 
suchungen die Grundlagen für diese Behauptung gegeben. Denn 
Bing, der einzige, der sich vor mir mit der eigentlichen Lecithin- 
glucose beschäftigt hat, aber seine Versuche nicht mit isolierter 
Lecithinglucose, sondern mit dem Ätherauszug des ursprünglichen 
alkoholischen Abdampfungsrückstandes angestellt hat, spricht 
die Lecithinglucose als echte chemische Verbindung an, während 
ich überhaupt als erster die Lecithinglucose in festem Zustande 
dargestellt habe und auf Grund meiner Befunde zu dem Schluß 
komme, daß die Lecithinglucose wahrscheinlich keine chemische 
Verbindung ist (nähere Details s. i. m. Arbeit). Daß das Jecorin 
nicht mit der künstlichen Lecithinglucose identisch sein kann, 
habe ich ebenfalls schon in meiner ersten Arbeit über das Jecorin 
ausgeführt. 


Die Farbenreaktionen in der Biochemie. 
I. Mitteilung. 
Von 
F. A. Steensma. 


(Aus dem Pathologischen Laboratorium der Universität von Amsterdam 
[Direktor: Prof. Р. Ruitinga).) 


(Eingegangen am 28. Dezember 1907.) 


Allgemeiner Teil. 


Um eine Verbindung nachzuweisen, ist es oft unerläßlich, 
Farbenreaktionen anzustellen. Ein großer Nachteil dieser Reak- 
tionen ist aber darin gelegen, daß ihr Chemismus gewöhnlich 
ganz unbekannt ist. Deshalb liebt der Chemiker diese Reaktionen 
nicht; der Biologe aber ist oft auf sie angewiesen. 

In den letzten Jahren ist es nun gelungen, einigermaßen eine 
Einsicht in die chemischen Prozesse zu bekommen, welche sich 
bei einigen Farbenreaktionen abspielen. So ist z. B. nachgewiesen, 
daß die Pentosenreaktionen auf die Bildung von Furfurol oder 
furfurolähnliche Produkte zurückgeführt werden können. Einige 
Eiweißreaktionen hat man auf die Tryptophangruppe im Eiweiß- 
molekel zurückgeführt. Wir sind aber noch weit davon entfernt, 
von einer allgemeinen Chemie der Farbenreaktionen sprechen 
zu können. Einen bescheidenen Versuch in dieser Richtung sollen 
nachstehende Betrachtungen und Versuche bilden. 

Wir werden die Farbenreaktionen in einige Gruppen ein- 
teilen. Die erste und bedeutendste Gruppe werde ich als 


Aldehyd -Säure -Gruppe 


bezeichnen. Die Reaktionen, welche hierzu gehören, können аш. 
folgendes Schema zurückgeführt werden: 
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— Phenole 
Aldehyde + Säure 


(aromatische oder (minerale) à Heterocyclische Verbindungen 
heterocyclische) mit der Gruppe C == CH 


Das heißt: Im allgemeinen geben aromatische oder heteroc yc- 
lische Aldehyde und Mineralsäuren Farbenreaktionen mit Pheno- 
len und ebenso mit zahlreichen heterocyclischen Verbindungen, wo- 
rin die Gruppe >С = CH sich vorfindet!). Die zu dieser Gruppe 
gehörenden Reaktionen haben übrigens noch das besondere 
Merkmal, daß die Farbe sehr oft durch Hinzufügung salpetriger 
Säure geändert wird. In alkoholischer Lösung ist die Farbe 
auch bisweilen anders als in wässeriger Lösung. 

Den Chemismus dieser Reaktionen werden wir uns vielleicht 
etwa auf folgende Weise denken müssen: 
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Die allgemeine Gültigkeit dieser Reaktionen werden wir an 
einigen Beispielen erläutern: 


Benzaldehyd?) + Salzsäure + Phenol: Trübung schwach rosa, 
mit NaNO, orange. 


5 + S + Thymol: Trübung schwach gelb- 
grün, mit NaNO, gelbrot. 
›„ + d + Orcin: Trübung schwach gelbgrün, 


mit NaNO, gelbbraun. 


1) Gewöhnlich tritt die Reaktion erst nach Erhitzen ein. 
2) Die Aldehyde wurden in alkoholischer Lösung angewendet. 
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Furfurol + Salzsäure + Phloroglucin: Trübung grün, mit 
NaNO, blau. 
ee + н + Resorein: Trübunggrün, mit NaNO, 
intensiv grün. 
Benzaldehyd + 4 + Indol: Trübung rotgelb, mit NaNO, 
| intensiv rot!). 
+ 5 + Pyrrol: Trübung rot, mit NaNO, 
rotbraun. 
Vanillin + a + Resorcin: Trübung rot, mit NaNO, 
| dunkelrot. 
+ К + Indol: Trübung gelbrot, mit NaNO, 
| rot. 

Furfurol + R + Indol: Trübung braunrot, mit 
NaNO, grün 

usw. 


Statt aromatischer oder heterocyclischer Aldehyde kann man 
im allgemeinen keine Aldehyde (oder Ketone) der Fettreihe 
anwenden. Es gibt aber eine merkwürdige Ausnahme: Formal- 
dehyd ruft gewöhnlich ebenso wie die aromatischen Aldehyde 
Farbenreaktionen hervor. Verschiedene bekannte Reaktionen 
auf Formaldehyd sind denn auch wieder auf das aufgestellte 
Schema zurückzuführen. Z. B.: 

1. Die Reaktion von Heh ner (mit Phenol und konzentrierter 

Schwefelsäure); 

2. Die Reaktion mit Phloroglucin und konzentrierter Salz- 

säure. | 

Es wäre natürlich sehr leicht, die bekannten Reaktionen auf 
Formaldehyd an der Hand dieses Schemas um einige Dutzende zu 
vermehren. 

Wie das Schema gleich zu neuen Reaktionen rein chemischer 
Körper führen kann, werde ich noch an einem Beispiel erläutern. 
Man kann erwarten, daß sich für 

CH-CH 
Thiophen: CH CH 
NZ 
5 
bei Anwendung aromatischer Aldehyde und Säuren brauchbare 
Farbenreaktionen finden lassen. Dies ist mir auch gelungen, 


1) Beruht, wie die spektroskopische Prüfung ergab, nicht auf der 
Nitrosoindolreaktion. 
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denn in alkoholischer Lösung, gemischt mit Salzsäure, gibt 
Thiophen mit 

Benzaldehyd: Trübung (gelbgrün) mit NaNO,: grün. 
Vanillin: rotviolett, mit NaNO,: dunkel rotviolett. 
Salicylaldehyd: rotviolett, mit NaNO,: purpur. 

Formaldehyd: Trübung (gelb) mit NaNO,: grün. 


Die Veränderung der Farbe durch Hinzufügung salpetriger 
Säure ist leicht zu erklären. Bekannt ist ja, daß der Eintritt der 
NO,-Gruppe in den Benzolring (und so wird es auch wohl bei 
vielen heterocyclischen Verbindungen sein) eine Änderung der 
Farbe hervorruft. 

Eine große Bedeutung hat das aufgestellte Schema für die 
biochemischen Farbenreaktionen. Es ist auffallend, wie viele 
Reaktionen, worunter zahlreiche, deren Chemismus noch un- 
bekannt ist, von dem oben entwickelten Gesichtspunkte aus 
betrachtet werden können. ` 2. B.: 

1. Der Nachweis freier Salzsäure mittels Phloroglucin (ерер 
und Vanillin (Aldehyd). 

2. Die Pentosenreaktionen mit Phloroglucin oder Orein und 
Salzsäure, wobei jedoch nach Neuberg!) entgegen älteren Be- 
hauptungen nicht das Furfurol par excellence die farbstoffbildende 
Substanz ist. 

3. Die Seliwanoffsche Reaktion auf Fructose. Hierbei 
wird Säure (Salzsäure) und ein Phenol (Кевогсіп) angewendet, 
und man kann die Vermutung aussprechen, daß durch das Er- 
hitzen mit Salzsäure ein homo- oder heterocyclisches Produkt 
mit einer Aldehydgruppe gebildet wird. 

4. Die Reaktion von Boas auf freie Salzsäure, welche wesent- 
lich mit der Seliwanoffschen Reaktion übereinstimmt. 

5. Die zahlreichen Ligninreaktionen. Es ist auffallend, daß 
sowohl Phenole als einige heterocyclische Verbindungen mit der 
Gruppe `;С = СН (z. В. Indol, Pyrrol) zum Nachweis des Lignins 
angewendet werden können. Man kommt dadurch gleich auf 
die Idee, daß Lignin, dessen Zusammensetzung noch immer 
unbekannt ist, eine Aldehydgruppe führen muß. 

6. Die braune Färbung, welche durch Erhitzen von Kohlen- 
hydraten mit Säuren auftritt. Man weiß schon, daß sich hierbei 





1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 564, 1901. 
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Furfurol oder furfurolähnliche Produkte bilden. Wenn nun auch 
Phenole (was eben mit Rücksicht auf die Bildung eyclischer 
Aldehyde nicht unwahrscheinlich ist) entstehen, so sind die 
Bedingungen für den Eintritt einer Farbenreaktion gegeben. 

7. Die Baudouinsche Reaktion auf Sesamöl. Bekanntlich 
wird diese Reaktion mit Furfurol und Salzsäure ausgeführt. 
Andere Autoren empfehlen p-Oxybenzaldehyd und Vanillin, wie 
man sieht, auch cyclische Aldehyde. Wenn die Baudouinsche 
Reaktion zu diesem Schema gehört, darf man erwarten, daß 
die noch unbekannte Verbindung des Öls, welche die Reaktion 
gibt, ein Phenol oder eine heterocyclische Verbindung mit der 
Gruppe >С = СН darstellt. 

8. Die von mir!) beschriebenen Reaktionen auf Indol mittels 
aromatischer Aldehyde und Nitrite. 

9. Die von Rohde?) und mir!) beschriebenen Reaktionen 
auf Eiweißkörper mit aromatischen Aldehyden und Nitriten. 
Wahrscheinlich reagiert hier die Tryptophangruppe (hetero- 
cyclische Verbindung mit der Gruppe УС = СН) des Eiweiß- 
molekels. 

10. Die Reaktion von Adamkiewicz auf Eiweißkörper. 
Hopkins und Cole?) haben nachgewiesen, daß diese Reaktion 
auf die Tryptophangruppe und die Bildung von Glyoxylsäure 
zurückgeführt werden kann. Nun ist Glyoxylsäure : CHO — COOH 
kein cyclisches Aldehyd, aber wir haben schon mitgeteilt, daß 
Formaldehyd oft die cyclischen Aldehyde ersetzen kann. Während 
nun aber die Aldehyde der aliphatischen Reihe die Aldehydgruppe 
an ein Kohlenwasserstoffradikal gebunden haben, fehlt dieses 
Radikal sowohl bei Formaldehyd als bei Glyoxylsäure, und dies 
erklärt vielleicht, warum Glyoxylsäure die cyclischen Aldehyde 
ersetzen kann. 

11. Die Reaktion von Molisch auf Eiweißkörper mit «-Naph- 
thol. Bekanntlich ist dies eine Reaktion auf die Kohlenhydrat- 
gruppe im Eiweißmolekel, so daß die Erklärung für diese Reaktion 
dieselbe ist wie für die Pentosenreaktionen. 

12. Die Reaktionen auf Cholestearine und Phytostearine mit 
Furfurol und Methylfurfurol; die Pettenkofersche Reaktion 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 25. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 161. 
3) Journ. of Physiol. 29. 
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auf Gallensäure usw. Alle diese Reaktionen werden im — 
Teil näher erörtert werden. 

Die angeführten Beispiele werden wohl genügen, um die 
große praktische Bedeutung der Aufstellung der Aldehydsäure- 
gruppe für die biochemischen Farbenreaktionen darzutun. Sehr 
oft wurden Farbenreaktionen zufällig gefunden. Mittels dieses 
Schemas kann man aber untersuchen, ob viele dieser Reaktionen 
auch verbesserungsfähig sind. Zweitens gibt das Schema ein 
Mittel an die Hand, brauchbare Farbenreaktionen für viele 
neue Stoffe aufzufinden, und drittens kann es Hilfe leisten bei der 
Forschung nach der Struktur vieler Verbindungen. Mag sich 
auch vielleicht später herausstellen, daß das Schema keine all- 
gemeine Gültigkeit hat, jedenfalls wird es ein brauchbarer Führer 
beim Studium der Farbenreaktionen sein. 

In einer zweiten Mitteilung werden die andern Gruppen der 
Farbenreaktionen behandelt werden und später im speziellen Teil 
alle biochemischen Farbenreaktionen untersucht werden. Ich 
möchte deshalb bitten, mir dieses Thema vorläufig überlassen 
zu wollen. 


Notiz zum Nachweis des Gallenfarbstoffes. 


Von 


F. A. Steensma. 


(Aus dem Pathologischen Laboratorium der Universität von Amsterdam 
[Direktor: Prof. Р. Ruitinga)].) 


(Eingegangen am 28. Dezember 1907.) 


Bei dem Nachweis von Gallenfarbstoff im Harn nach dem 
von Salkowski modifizierten Huppertschen Verfahren be- 
obachtete ich häufig, daß, auch wenn unzweifelhaft Gallenfarb- 
stoff anwesend war, nach dem Erhitzen mit salzsäurehaltigem 
Alkohol keine blaue oder grüne Farbe auftrat. Offenbar waren 
also die Bedingungen für die Oxydation des Bilirubins nicht 
günstig. Darüber braucht man sich eigentlich nicht zu wundern, 
denn salzsäurehaltiger Alkohol ist kein Oxydationsmittel. Man 
muß also in den Fällen, worin man bei der Huppert - Bal. 
kowskischen Reaktion nach dem Erhitzen keine Farbenänderung 
beobachtet, noch ein Oxydationsmittel hinzusetzen. Seit etwa 
zwei Jahren wende ich dazu Natriumnitrit an, und zwar einen 
Tropfen einer !/,prozentigen Lösung. Eine zu starke Oxydation 
tritt mit dieser Lösung niemals ein, so daß man entweder eine 
grüne oder eine blaue Farbe, niemals eine rote bekommt. Das 
Hinzufügen des Natriumnitrits ist sehr oft nötig, wenn das 
Bilirubin aus anderer Quelle als dem Harne (z. B. aus Gallen- 
steinen) stammt. | 

Salkowskil) hat vor kurzem auch auf diese Fehler seiner 
Reaktion hingewiesen. Er empfiehlt für diejenigen Fälle, in denen 
die Reaktion ausbleibt, die Anwendung der Salpetersäure. Ich 
möchte aber die Nitritlösung vorziehen, denn es ist bekannt, 
daß reine Salpetersäure Bilirubin nicht oxydiert. 


1) Salkowski, Arbeiten aus dem Pathol. Inst. Berlin 1906. S. 504. 


Zum Nachweis der freien Salzsäure im Mageninhalt. 


Von 
F. A. Steensma. 


(Aus dem Pathologischen Laboratorium der Universität von Amsterdam 
[Direktor: Prof. P. Ruitinge)].) 


(Eingegangen am 28. Dezember 1907.) 


Die Reaktionen zum qualitativen Nachweis der freien Salz- 
säure mittels Kongo, Tropäolin, Dimethylamidoazobenzol sind 
zwar sehr empfindlich, haben aber den großen Nachteil, daß man 
auf diese Weise freie Wasserstoffionen, nicht aber die Verbindung 
HO nachweist. Deshalb geben auch organische Säuren von 
bestimmten Konzentrationen mit diesen Reagenzien positive 
Reaktionen. Nun sind vielleicht diese Reagenzien für die 
klinische Praxis ausreichend, aber doch verdient eine empfindliche 
Reaktion, welche nicht so viele Fehler veranlaßt, den Vorzug. 
Bekanntlich ist nun die Günzbergsche Reaktion sehr verläßlich. 
Sie hat aber zwei Nachteile. Zuerst ist ihre Empfindlichkeit 
nicht so groß wie die der Anilinfarbstoffreaktionen, und zweitens 
kann die Beurteilung der Probe, wenn ein geringer Gehalt an 
Salzsäure vorliegt, außerordentlich schwer sein, weil das Reagens 
selbst beim Abdampfen einen braunen Fleck hinterläßt, worunter 
eine Spur von Rot nicht leicht zu erkennen ist. 

Es ist mir nun gelungen, die Günzbergsche Reaktion derart 
abzuändern, daß sie bedeutend empfindlicher und zugleich auch 
leichter zu beurteilen ist. 

Das neue Reagens hat folgende Zusammensetzung: 


Phloridzin ...... 222.0. 2 g, 
Vanilin ............. l g, 
absoluter Alkohol . . . . ..... 30 ccm 


Zum Nachweis der Salzsäure geht man folgendermaßen vor: 
Der Deckel eines Porzellantiegels wird umgekehrt auf ein kochendes 
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Wasserbad gestellt. Wenn der Deckel die Temperatur des Bades 
angenommen hat, bringt man darauf einen Tropfen des Reagens. 
Der Alkohol verdampft schnell und ein schwach gelb gefärbter 
Ring bleibt zurück. Im Zentrum dieses Ringes, wo sich also kein 
eingedampftes Reagens befindet, bringt man einen oder zwei 
Tropfen der zu untersuchenden Flüssigkeit derart (z. B. mit 
einem Glasstabe), daß der Tropfen die innere Seite des Ringes nur 
leicht berührt. Man läßt den Tropfen verdampfen: wenn freie 
Salzsäure vorhanden ist, wird an der inneren Seite des Ringes 
ein schöner hellroter Saum gebildet. Niemals ist es schwer, zwi- 
schen der weißen Farbe des Porzellans und der gelben des Reagens 
diesen Saum zu erkennen. Bei geringem Gehalt an Salzsäure ist 
der Saum zu einer zarten Linie reduziert. Die Anwendung des 
Wasserbades ist unerläßlich. Die Empfindlichkeit der Reaktion 
ist besonders groß. Nach einiger Übung kann man noch positive 
Resultate bekommen mit verdünnten Salzsäurelösungen, welche 
gegenüber Lackmuspapier schon neutral reagieren. Deshalb ist 
die Reaktion auch für wissenschaftliche Zwecke besonders zu 
empfehlen. 

Das Reagens kann wie dasjenige von Günzberg nur kurze 
Zeit aufbewahrt werden. Stellt man das Reagens mit Methyl- 
alkohol statt Äthylalkohol dar, dann wird die Empfindlichkeit 
noch etwas gesteigert (Empfindlichkeit etwa 1 : 60 000). Die 
methylalkoholische Lösung kann aber nicht aufbewahrt werden 
und ist zu jedem Versuch frisch herzustellen. 


Ein neues Verfahren zur quantitativen Bestimmung des 
‚Fettes und der unverseifbaren Substanzen in tierischem 
Material nebst der Kritik einiger gebräuchlicheı on Methoden. 


Abhandlung І. 


Von 
Muneo Kumagawa und Kenzo Suto. 


Mit 4 Figuren im Text. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universität 


(Eingegangen am 1. Oktober 1907.) 
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Man braucht kaum darauf hinzuweisen, daß die Möglichkeit 
einer exakten Fettbestimmung zur Entscheidung mancher wich- 
tigen Fragen sowohl in der Physiologie wie in der Pathologie von 
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grundsätzlicher Bedeutung ist. Darum haben sich in den letzten 
Dezennien viele Forscher an der Ausarbeitung der Methoden be- 
teiligt. Es wurde zuerst von E. Pflüger (1) darauf aufmerksam 
gemacht, daß die allgemein gebräuchliche Methode der einfachen 
Ätherextraktion des Organpulvers im Soxhletschen Apparate 
zur quantitatioen Fettbestimmung unzureichend ist. Diesen Be- 
fund Pflügers konnte C. Dormeyer (2) im Pflügerschen 
Laboratorium mit Sicherheit bestätigen. Darauf hat Dormeyer 
eine neue Methode der Fettbestimmung ausgearbeitet, welche 
darin besteht, daß das Organpulver nach einer kurzdauernden 
Ätherextraktion durch nachfolgende künstliche Verdauung auf- 
geschlossen wird. Diese sogenannte Verdauungsmethode von 
Pflüger - Dormeyer ist seitdem als die beste Methode der Fett- 
bestimmung in tierischem Material allgemein in Anwendung ge- 
kommen. Da dieselbe indessen sehr zeitraubend und umständ- 
lich ist, so hat später G. Rosenfeld (3) eine andere Methode 
angegeben, wonach man durch abwechselnde Extraktion des 
Organpulvers mit Alkohol und Chloroform einen maximalen Wert 
an Ätherextrakt erhält. Inzwischen ist eine ganze Reihe Methoden 
von verschiedenen Autoren bekannt gemacht worden, so nament- 
lich die Alkohol-Äther-Methode von E. Bogdanow (4), eine solche 
von О. Frank (5), die Zerkochung des Organpulvers mit ver- 
dünnter Salzsäure (anstatt Verdauung) von J. Nerking (6), 
modifizierte Verdauungsmethode von M. Schlesinger (7), Ver- 
seifungsmethode von Liebermann - Székely (8), Äthermethode 
von Е. Voit (9), Petroläthermethode von W. Сі Кір (10), modi- 
fizierte Alkohol-Äthermethode von Т. Sasaki (11) usw. Wir 
stehen so vor einer Reihe von Methoden offenbar ohne Kenntnis 
davon, welche unter diesen zahlreichen Methoden eigentlich die 
richtigste ist. 

W. Glikin hat im Laboratorium von N. Zuntz die wesent- 
lichen unter den oben genannten Methoden einer eingehenden 
Kritik unterworfen. Diese Untersuchungen sind deshalb wichtig, 
weil СІ: Кір alle Versuche an ein und demselben Material (Fleisch- 
mehl) angestellt hat, und daher die Leistungsfähigkeit der ein- 
zelnen Methoden in bezug auf ihre Extraktionsenergie gut ver- 
glichen werden kann. Um die Betrachtung anschaulicher zu 
machen, geben wir hier die Hauptresultate der Glikinschen Ver- 
suche in einer kleinen Tabelle wieder: 
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Nach der Größe der Ätherextraktmenge angeordnet: 


Mittelwerte des sogenannten 
Größte Ausbeute 
Reinfettes in Prozenten des gleich 100 gesetzt 


Art der Methoden nach 
Autoren bezeichnet 


Fleischmehls 





Rosenfeld 17,87%, 100 
GJikin 15,32 85,8 
Liebermann-Szekely 14,69 82,0 
Bogdanow 13,71 76,8 
Dormeyer 13,50 75,5 
Soxhlet 13,00 72,8 
E. Voit 12,11 67,8 


Nach diesen Aufstellungen waren wir sehr erstaunt darüber, 
daß die Resultate der einzelnen Methoden so stark voneinander 
abweichen. Die größte Differenz beträgt 32,2%, (zwischen 
Rosenfeld und Voit). Die Differenz von Rosenfeld und 
Dormeyer beträgt 24,5%,. Selbst die beiden höchsten Werte 
von Rosenfeld und Glikin differieren immer noch um 14,2%. 
T. Sasaki, welcher sich seinerseits in unserem Laboratorium 
mit der Fettbestimmung von Blut in eingehender Weise beschäf- 
tigt hat, hatte mit seiner modifizierten Alkohol-Äthermethode 
oder mit Alkohol-Chloroformmethode von Rosenfeld eben- 
falls bedeutend mehr Ätherextrakt aus dem Blute gewonnen, 
als mit der Verdauungsmethode von Dormeyer. Das Plus be- 
trug hier sogar bei der ersteren 32—46% und bei der letzteren 
39—49%,, gegenüber der Verdauungsmethode. С. Rosenfeld 
gibt auch selbst an, daß die Dormeyersche Verdauungsmethode 
unter den günstigsten Verhältnissen nur 60—70% der Extrakt- 
mengen ergibt, wie sie durch seine eigene Methode erhalten werden. 
Welches von den so stark abweichenden Resultaten eigentlich 
richtiger ist, darüber läßt sich indessen schwerlich ein Urteil 
fällen, denn G. Rosenfeld hat keine bindenden Beweise dafür 
angeführt, daß seine Extrakte von reiner Fettnatur sind. Nach 
Glikin enthalten dieselben vielmehr in nicht geringer Menge 
stickstoffhaltige Beimengungen. Auffällig ist es dabei, daß das 
Restpulver nach der Rosenfeldschen Extraktion durch die 
nachfolgende Verdauung von neuem eine gewisse Fettmenge 
liefert. 

Demnach stehen wir mit der Fettbestimmung in tierischen 
Materialien leider noch auf einem schwachen Boden. Mit solcher 
Grundlage zur Entscheidung biologisch bedeutsamer Probleme 
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zu schreiten, scheint noch etwas verfrüht. Um so mehr sind 
wir berechtigt, von neuem Versuche anzustellen, welche be- 
zwecken, die Gründe aufzuklären, warum die Resultate der bisher 
bekannten Methoden so stark voneinander abweichen. Nach der 
Klarstellung dieses Verhaltens wird es uns erst möglich sein, eine 
endgültige, in jeder Hinsicht tadellose Methode auszubauen. 

In den vorliegenden Untersuchungen haben wir bei den ersten 
Versuchsreihen als Material ausschließlich ein und dasselbe Fleisch- 
pulver eines Stoffwechselhundes benutzt, welcher nach langen 
Hungertagen mit möglichst großen Mengen Pferdefleisches gefüttert 
und inmitten der vollen Ernährung durch Verbluten getötet worden 
war. Das in einer großen Stöpselflasche, hermetisch verschlossen, 
jahrelang aufbewahrte Fleischpulver zeigte in jeder Hinsicht 
keine Veränderung und hatte einen Wassergehalt von 5,49%. 
Die Menge betrug zurzeit in toto 1,3 kg. Nach dem Aufgebrauch 
desselben wurde Rindfleischpulver benutzt. 

Hier schicken wir eine kurze Erwähnung über die Reinigung 
derjenigen Mittel voraus, welche in diesen ganzen Untersuchungen 
besondere Wichtigkeiten haben. 

Alkohol. Der käufliche Alkohol (sowohl der absolute, wie der 
von 95 Vol.%,) wurde durch Destillation noch einmal gereinigt. 

Äther. Der käufliche Äther wurde dreimal mit ca. !/,, Volum 
Wasser geschüttelt, mit einem Überschuß von wasserfreiem Chlor- 
calcium versetzt und öfters geschüttelt. Nach einigen Stunden 
wurde derselbe abfiltriert und überdestilliert. 

Petroläther. Zu den Versuchen wurde nur derjenige Anteil 
benutzt, welcher zwischen 50 und 60° C überdestilliert war. 

Asbest. Die mit Wasser geschlemmten und ausgewaschenen 
Asbestfasern wurden nach Entfernung des Wassers mit 10- bis 
l5facher Menge 10 prozentiger Natronlauge auf dem Wasserbade 
eine halbe Stunde erwärmt und dann mit großer Menge Wassers 
bis zur neutralen Reaktion ausgewaschen. Nach dem Auspressen 
wurden sie dann mit 10—15facherMenge Königswassers eine halbe 
Stunde erwärmt, wiederum bis zur neutralen Reaktion ausge- 
waschen, schließlich mit Alkohol ausgekocht und getrocknet. 

Watte. Etwa 20 р der sogenannten entfetteten Watte wurden 
mit 1 Liter 2prozentiger Natronlauge erwärmt und die Flüssig- 
keit abgegossen. Diese Prozedur wurde noch einmal wiederholt. 
Nach dem Auswaschen bis zur neutralen Reaktion wurde die aus- 
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gepreßte Watte in 0,5prozentiger Salzsäure kurze Zeit digeriert, 
alsdann mit Wasser gründlich gewaschen, schließlich mit Alkohol 
ausgekocht, von diesem ausgepreßt und getrocknet. 

Nach diesen Vorbemerkungen gehen wir zu unseren eigenen 
Versuchen über. 


Kapitel I. 


Vergleichende Untersuchungen verschiedener Extraktionsmittel 





Figur 1. 
Asbestfilter. 
(e D. Gr. 

A = Asbest. 
W= Ent- 
fettete Watte. 


hinsichtlich ihrer Extraktionsenergien. 


Versuchsreihe 1. 

Alkohol-Chloroformmethode. 

Nach den obigen Betrachtungen liefert die 
Alkohol-Chloroformmethode von G. Rosenfeld die 
beste Ausbeute an Ätherextrakt. Daher haben wir 
in erster Linie diese Methode berücksichtigt. Genau 
der Vorschrift von Rosenfeld folgend, wurde das 
Fleischpulver in einer Soxhletschen Hülse dicht 
oberhalb der Substanz mit einem Faden zugebunden, 
in einem Becherglas mit 100 ccm absoluten Alko- 
hols übergossen und im Wasserbade eine halbe 
Stunde zerkocht. Um die Verdunstung des Alko- 
hols zu vermeiden, wurde das Becherglas mit einem 
Rundkolben bedeckt, worin kaltes Wasser durch 
geeignete Vorrichtung aus der Wasserleitung fort- 
während circuliert. Alsdann wurde die Hülse mit 
Substanz herausgenommen, im Soxhletschen Appa- 
parate 5 Stunden mit Chloroform extrahiert. So- 
wohl Alkohol- wie Chloroformextraktion wurde 
noch einmal genau ebenso wiederholt. Abweichend 
von Rosenfeld wurden die Extrakte der einzelnen 
Fraktionen getrennt für sich verarbeitet. Zu diesem 
Zwecke wurde sowohl Alkohol wie Chloroform ver- 
dunstet, mit absolutem Äther aufgenommen, dieser 
verdunstet, bei 50°C getrocknet und noch einmal 
mit Aether absol. gereinigt. Um Wiederholungen 
zu vermeiden, führen wir hier eine Abkürzung an. 
Mit den in dieser ganzen Abhandlung stets wieder- 
kehrenden Ausdrücken ,mit Äther resp. Petroläther 
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gereinigt“ wird folgender Passus verstanden: ‚Die mit Aether 
absol. oder Petroläther aufgenommene Extraktlösung wird durch 
Asbestfilter (siehe nebenstehende Fig. 1) abfiltriert und das Filtrat 
verdunstet. Alsdann wird die Trocknung bei 50° С (12) und im 
evakuierten Exsiccator über Chlorcalcium so lange wiederholt, 
bis die Gewichtskonstanz eintritt.“ 

Die Ergebnisse der Alkohol-Chloroformextraktion von zwei 
Versuchen, welche an је 5,0 g H.Fl.P. (Hundefleischpulver, ab- 
gekürzt) angestellt worden sind, sind folgende: 

























— х 

Nummer der o В | 

fraktionier-| Extraktions- — | Ather- ‚Mittel San InProzenten 

ten Extrak- mittel er Ex- icxtrakt beilextrakt bei, 1 опа 2 des Gesamt- 
бопе traktion | Versuch 1 | Versuch 2 | extraktes 











П 


| | 
Alkohol absol.| 3. Std.. 0,0798 g | 0,0708 g 0,0753 g 97,949, 








1 

9 Chloroform |5 „ |0,1769 [0,1948 (00,1859 67,96 
З |Alkoholabsol| 14 „ | 0,0078 [0,0070 0,0074 2,68 
4 Chloroform ! 5 „ [0,0090 0,0066 0,0078 2,88 





Summa, — 11 504. 0,2735 el 0,2792 e 0,2764 e 100%, 


Hiernach lieferte erste Alkoholfraktion in einer halben Stunde 
27,24%, und die darauffolgende Chloroformextraktion in 5 Stunden 
` 67,26%, des Gesamtextraktes. Da bei diesen zwei Fraktionen in 
der Extraktionsdauer ein großer Unterschied (1, gegen 5 Stunden) 
vorhanden ist, so läßt sich schwer entscheiden, welches von beiden 
Extraktionsmitteln eigentlich wirksamer ist. Um diese Frage zu 
beantworten, haben wir folgende Versuche angestellt. 


Versuchsreihe 2. 
M odifizierte Alkohol-Chloroformezxtraktion. 

Bei dieser Versuchsreihe haben wir die Zeitdauer der ersten 
Alkoholextraktion anstatt einer halben Stunde auf 21, Stunden 
verlängert. In den übrigen Fraktionen ist die Extraktionsdauer 
unverändert geblieben. Bei der Aufnahme des Alkoholextraktes 
in Äther haben wir bei diesen sowie auch bei allen folgenden Ver- 
suchen eine kleine Modifikation eingeführt. Nach der Verdunstung 
des Alkohols wurde das Extrakt nochmals in einigen Kubikzenti- 
metern absoluten Alkohols durch gelindes Erwärmen aufgelöst 
und darauf etwa 100 ccm Aether absol. gegossen, am nächsten Tage 
abfiltriert, verdunstet, dann nochmals mit Äther gereinigt. Hier- 
durch wurde die Extraktmenge im ganzen um etwa 10% vermehrt. 

15* 
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Die Ergebnisse an је 5,0g H.FI.P. sind in der folgenden 
Tabelle verzeichnet: 




























== | 

Nummer der Dauer | Äther- Äther- Mittel In Prozenten 

fraktionier-| Extraktions- М. 2 : 

ten Extrak- mittel der Ex- | ехігакї beilextrakt beil von des Gesamt- 
onen traktion | Versuch 1 | Versuch 2 | l und 2 | extraktes 











—— — —— — — — — — — ern — — 








0,2708 р | 0,2852 g 0,2780 el 87,987, 
0,0315 |0,0304 !0,0310 9,73 
0,0027 10,0031 9,97 


0,0070 | 0,0059 00008 2,02 
Summa | — [|16 Sta 0,3127 g | 0,3242 g |0,3185 g! 100% 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, lieferte die erste Alkohol- 
fraktion in 24, Stunden 87,28%, und die darauffolgende Chloro- 
formextrakton in 5 Stunden nur noch 9,73%, des Gesamtextraktes. 
G. Rosenfeld nimmt an, daß die kurzdauernde Alkoholvor- 
extraktion der darauffolgenden Chloroformextraktion eine be- 
sondere Extraktionskraft verleiht, so daß seine abwechselnde 
Extraktionsmethode in bezug auf die Extraktionsenergie eine fast 
spezifische Wirkung hat und von keiner anderen Methode er- 
reicht wird. Unsere Versuche beweisen jedoch, daß diese An- 
nahme von Rosenfeld nicht zutreffend ist. Chloroform hat іп · 
dieser Hinsicht keine spezifische Wirkung. Was aus dem Organ- 
pulver die Fettarten am energischesten extrahiert, ist nicht Chloro- 
form, sondern Alkohol. Beweise dafür folgen auch noch weiter unten. 


Versuchsreihe 3. 

Stündliche fraktionierte Extraktionen mit Alkohol absol. Bei 
diesen Versuchsreihen haben wir die Extraktionskraft des abso- 
luten Alkohols in stündlichen Fraktionen geprüft. Hierzu haben 
wir genau 5,0g Н.Е.Р. in einem Erlenmeyerschen Kolben 
unter Benutzung von Rückflußkühler mit 100 ccm absoluten 
Alkohols übergossen und auf dem Wasserbade eine Stunde zer- 
kocht. Dann wurde der Alkohol nach dem vollständigen Er- 
kalten durch entfettetes Filterpapier (Schleicher - Schüll) ab- 
filtriert und der Rückstand fünfmal mit je 30—50 ccm kalten 
Alkohols ausgewaschen. Aus dem Alkoholextrakte wurde auf die 
oben angeführte Weise das gereinigte Ätherextrakt dargestellt. 
Alle folgenden Fraktionen wurden an einem und demselben Fleisch- 
pulver ganz ebenso ausgeführt. 
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Die Ergebnisse von zwei Versuchen an je 5,0 g Н.Е.Р. sind 
folgende: 





ne nn E ——e — ⸗— 


Äther- | Äther- 



































ioni i i . In Prozenten 
er | tionamittel: dor Ex-extrakt bei|extrakt bei| М1 р | des Gesamt- 
Segoe 010! traktion Versuch 1 | Versuch 2 oxtraktes 
tionen absolut. 
1 : 100 ccm | 88,91 9%, 
2 10 1 815 
8 100 A 2,22 
4 100 1 0,36 
5 100 1 0,36 






15 Std.| 0,3022 g 0,3057 el 10% 


Hiernach lieferte schon die erste Extraktion beinahe 90%, 
des Gesamtextraktes.. Die Ausbeute der folgenden Fraktionen 
nimmt sehr rasch ab und die fünfte Fraktion lieferte nur noch 
0,3%, der Gesamtmenge. Demnach entzieht der absolute Alkohol 
von dem Organpulver schon in 5 Stunden beinahe die Gesamt- 
menge des Ätherextraktes. Diese Versuche geben uns indessen 
in strengem Sinne die Grenzen der einzelnen Fraktionen nicht 
scharf genug an, weil der Waschalkohol nicht bloß ausspülend, 
sondern zugleich mehr oder minder extrahierend auf das Organ- 
pulver einwirkt. 


Versuchsreihe 4. 


Prüfung der Extraktionsdauer. 

Bei diesen Versuchen bezweckten wir den Einfluß der Ex- 
traktionsdauer auf die Extraktionskraft festzustellen, indem wir 
jedesmal genau gleiche Menge Fleischpulver mit gleichem Volum 
absoluten Alkohols, jedoch verschiedene Zeit lang im Kolben zer- 
kochten. Der Alkohol wurde dann abfiltriert und der Rückstand 
mit etwa gleicher Menge kalten Alkohols ausgewaschen. 

Die Ergebnisse sind folgende: 












Extraktions- 
mittel: Alkohol 
absolut. 


Menge des ge- 
„ reinigten 
Atherextraktes 






Relaton 
zueinander 


Dauer der 
Extraktion 


Menge des 
Н.ЕІ.Р. 





5,06 100 cem 15 Minuten 100,00 
5,0 100 109,65 
5,0 100 107,90 


5,0 100 2 Stunden 114,75 
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Hiernach wird die größte Menge schon in relativ sehr kurzer 
Zeit extrahiert. Die Ausbeute nimmt jedoch nicht parallel mit 
der Extraktionsdauer zu. Sie ist vielmehr unregelmäßig. Diese 
Unregelmäßigkeit beruht wohl auf der Unsicherheit der jedes- 
maligen Auswaschung. Die Versuchs- 
reihen 3 und 4 weisen uns darauf hin, 
daß die von uns befolgten Methoden 
für unseren Zweck nicht exakt genug 
sind. Eine ganz scharfe Trennung der 
Extraktionsdauer resp. der einzelnen 
Fraktionen kann man am einfachsten 
durch die Benutzung des Soxhletschen 
Apparates erreichen, indem man den 
Kolbeninhalt zur gewünschten Zeit mit 
neuem Alkohol ersetzt. Leider erfolgt 
hierbei die Extraktion bei einer viel 
niedrigeren Temperatur, als bei der 
Siedehitze des Extraktionsmittels.. Um 
diesem Übelstande zu begegnen und alle 
Extraktionen stets bei annähernderSiede- 
temperatur der zu prüfenden Extrak- 
tionsmittel ganz glatt vonstatten gehen 
zu lassen und vor allem die einzelnen 
. Fraktionen oder Extraktionsdauern nach 
Belieben scharf und prompt trennen zu 
können, haben wir einen neuen Apparat 
ersonnen. Die Konstruktion und An- 
wendung desselben ist aus den neben- 





Figur 2. 
Heißextraktor. !/„ п. Gr. 


K = Destillierkolben. stehenden Zeichnungen leicht verständ- 
R = Rückflußkühler. lich (Figur 2). Das kolbenförmig erwei- 
A рег. terte Ende des äußeren Glaszylinders, 
P = Papierhülse. welchereinen Rauminhalt von ca. 130ccm 


er Geh Zylinder. hat, wir mit Extraktionsmittel aufge- 


Н = Drahthaken. füllt. Der innere syphonartige Zylinder, 
welcher die Substanz in entfetteter Papierhülse aufnimmt, hängt 
mit seinem oberen etwas nach außen umgelegten Rande ап 
drei kleinen fortsatzartigen inneren Erhebuhgen des äußeren 
Zylinders gestützt herunter. An zwei kleinen Öffnungen, welche 
sich dicht unterhalb des oberen Randes befinden, kann der innere 
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Zylinder mittels eines Drahthakens bequem hinein- und heraus- 
gebracht werden. Die Substanz in der Papierhülse wird bei der 
Extraktion mit entfettetem Wattepfropf bedeckt. Am Ende der 
Extraktion wird der syphonartige Zylinder mit dem nebenstehen- 
den einfachen Zylinder vertauscht, welcher zum Zwecke der Er- 
sparnis das Destillat der Extraktionsmittel auffängt. Веі der 
Extraktion mit Alkohol wird der Kolben auf einem Eisenteller 
mit Asbestunterlage mittels direkter Flamme erhitzt. Bei der 
Extraktion mit leicht siedenden Extraktionsmitteln, wie mit 
Chloroform, Äther usw., wird der Kolben auf dem Wasser- 
bade auf passende Temperatur erwärmt. Da die Extraktion 
mittels dieses Apparates bei annähernder Siedetemperatur der 
Extraktionsmittel erfolgt, so bezeichnen wir denselben als Heiß- 
extraktor. 

Die Prüfung aller Extraktionsmittel geschah nunmehr mit 
dem neuen Apparate. 


Versuchsreihe 5. 
Prüfung der Extraktionsdauer mit dem Heißextraktor. 


Die Ergebnisse an 5,0g H. FI. P. sind folgende: 




















Nummer der Menge der ge In Prozenten 
Extraktions- Dauer der 
fraktionierten reinigten des Gesanıt- 
Extraktionen | _ mittel Extraktion SE extraktes 
1 Alkohol absol. | 2 Stunde 2 Stunden 031068 | 941% 
2 я Ы 3 2 0,0182 | 2. 
d e т 4 а x dee 
4 N я d n 
5 Chloroform 4 0 00 
6 Alkohol absol. | 2 is 
7 e ” 3 n 
Summa der Alkoholextrakte | — | 0 Gen | 100 9%, 


Demnach beträgt die Ausbeute in der ersten Fraktion zwei- 
stündiger Dauer 94%, und in den folgenden 3 Stunden 5,5%, der 
Gesamtmenge. Es wird also auch hier die größte Menge des 
Extraktes (99,6%) in 5 Stunden mit absolutem Alkohol heraus- 
gezogen. Die darauf folgenden Extraktionen ergaben nur ver- 
schwindende Menge. 
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Versuchsreihbe 6. 


Extraktion mit Chloroform und Alkohol. 
Die Ergebnisse an 5,5g Н.Е.Р. sind folgende: 






















Nummer der 34 In Prozenten 
fraktionierten S — — des Gesamt- 
Extraktionen аан тека extraktes _ 




















1 Chloroform 1 Stunde 68,90 71, 
2 S 2,05 
3 М | 1,4% 
Alkohol absol.| 2 Stunden 25,93 
1 Stunde 0,94 






2 Stunden 






Nachdem die erste Fraktion mit Chloroform in einer Stunde 
68,9%, und die dritte Fraktion ebenfalls in einstündiger Extrak- 
tionsdauer nur noch 1,4%, ergab, war die darauffolgende Alkohol- 
extraktion imstande, noch eine bedeutende Menge Ätherextrakt 
von 27,63% in drei Fraktionen herauszuziehen. Dieser Versuch 
beweist, daß die Extraktionsenergie des Chloroforms derjenigen 
des absoluten Alkohols bei weitem nachsteht. 


Versuchsreihe 7. 


Athyläther und Alkohol absol. 
Versuche an 5,0 g H.Fl.P. 


Iu | Prozenten 




















Nummer der | руу En 
fraktionierten Extraktions- Dauer der e Gereinigte der Gesamt- 
Extraktionen mittel Extraktion Ätherextrakte mens 
Ten z Е үг ehe ur u аала лисан ЕНВЕР RE N ee — SE Ta e Zn. 
1 | Acther absol.. 2 Stunden 0,1424 g | 45,18 °/, 
2 © ` o 0,0018 0,57 


› 
3S a 0,1686 53,49 
0,0024 0, 76 


0,3152 g 









Noch auffallender ist das Ergebnis dieses Versuches: 7stün- 
dige Extraktion mit Äther in zwei Fraktionen konnte nur 45,75% 
im ganzen extrahieren, während die darauffolgende Alkohol- 
extraktion in3 Stunden noch 53,5%, Ätherextrakt herauszuziehen 
imstande war. 
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Versuchsreihe 8. 


Petroläther und Alkohol. 
Fraktionierte Extraktionen an 5,0 g Н.Е.Р. 


Nummer der 


Extraktions- | Dauer der | Gereinigte ao... 
mittel | Extraktio | Atherextrakte menge 


fraktionierten 
Extraktionen 





























1 Petroläther Stunden | 0,1422 g 44,799), 
2 š | I 0,0008 0,26 

3 Alkohol absol. 0,1668 52,55 

4 


0,0076 2,40 


100 9%, 





Summa | — 


Fast ebenso ohnmächtig wie die Extraktionsenergie des 
Äthyläthers war die des Petroläthers. Nachdem Petroläther bei 
7stündiger Extraktion in zwei Fraktionen 45%, extrahiert hatte 
und seine Extraktionsenergie dabei vollkommen erschöpft war, 
zog die darauffolgende Alkoholextraktion noch 55%, Ätherextrakt 
heraus. 


Versuchsreihe 9. 


Aceton und Alkohol. 
Fraktionierte Extraktionen ап 5,0 g Н.Е.Р. 





Nummer der Gereinigte In Prozenten 























ШР Extraktions- Dauer der 

ehe mittel ı Extraktion Ätherextrakte a 
1 | Aceton | 2 Stunden | 0,1626 g 58,28 ° „ 
9 Я 6 „| 0,0108 3,87 
3 | Alkohol absol. 3 0,0568 20,36 
4 5 0,0488 17,49 


Summa | — | = 0,2790 g ! 100 °% 


Etwas günstiger wirkte das Aceton. Dasselbe zog in 8 Stunden 
62%, Ätherextrakt heraus. Die darauffolgende Alkoholextraktion 
war doch noch imstande, die übrigen 38%, Ätherextrakt heraus- 
zuziehen. Das hierzu benutzte Aceton wurde zwischen 56,8° С 
und 58° C abdestilliert. 
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Versuchsreihbe 10. 
Benzol und Alkohol. 
Fraktionierte Extraktionen an 5,0 g H.FL.P. 











Nummer der | клн | туз | с | In Prozenten 
; Extraktions- Dauer der Gereinigte 
| Ertraktionen mittel | POATA D | мешш. de — 
A —— ⸗— — | am. == no 
1 Benzol | 2 Stunden ' 0,1588 р | 52,13%, 
2 Е o Zb = 0,0014 | 0,46 
3 Alkohol absol.| 3, 0,1072 | 35,17 
4 5 





Benzol konnte in 7 Stunden 52,6% er, heraus- 
ziehen, wirkte also etwas besser als Äthyläther oder Petroläther. 


Versuchsreihe 11. 


Essigäther und Alkohol. 
Fraktionierte Extraktionen an 5,0 g H. FI. P. 


| In Prozenten 











Nummer der | куу | ` wun Au | амы 
SE Extraktions- | Dauer der Gereinigte 
—— mittel | Extraktion Alice sale, | "menge, Ыы 
оа — ЕЕЕ SR — ЕЕ хын es ОРНЫ а: ОИСЕ 
1 ı Essigäther | 2 Stunden | 0,1912 g 65,87%, 
2 | А 5 * ı 0,0840 11,36 
3 | Alkohol absol.) 3 „ ` 0,0682 22,77 
4 | * 5 9 | verloren — 
Summa | = | = | 02948 | 10% 


Essigäther konnte, in 7 Stunden 77,2% Ätherextrakt heraus- 
ziehen, ist also bedeutend besser als Äther, Petroläther, Benzol usw. 
Diese Wirkung des Essigäthers beruht wohl in der Eigenschaft, daß 
derselbe, wie Alkohol, in jedem Verhältnis mit Wasser mischbar ist. 


Versuchsreihe 12. 
























Methylalkohol. 
основе — —— ап 5,0 g H.FI.P. 
Nummer der — е Е | In Prozenten 
Extraktions- Dauer der © | Gereinigte 
аа |. mittel | Extraktion | Ätherextrakte eg 
1 | Methylalkohol | 2 Stunden | 0,3276 g J 93,35 °/, 
2 н 5 4 0,0156 4,44 
3 E 6 e 0,0056 1,57 
Athylalkohol | 3 0,0022 0,64 
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Demnach wirkt der Methylalkohol auf das Organpulver fast 
ebenso stark extrahierend wie der Äthylalkohol. 

Nach den Ergebnissen der oben angeführten Versuchsreihen 
verhalten sich die Extraktionsenergien der bisher untersuchten 
Extraktionsmittel in bezug auf die Menge des Ätherextraktes, 
d.h. wenn man die Ausbeute vergleicht, nachdem alle Extrakte 
schließlich mit absolutem Äther gereinigt worden waren, wie 


folgt: 


Alkohol absol. . . . . . 2.2... 100% 
Methylalkohol ......... 99 
Essigäther .......... 77 
Chloroform . . 2... 22202. 12 
Aceton ............ 62 
Benzol ............ 58 
Aether absol. . . . . 2 2 2... 46 
Petroläther . . . . 22 22.0. 45 


Es hat sich somit zur Genüge erwiesen, daß der Äthylalkohol 
unter allen Extraktionsmitteln dasjenige ist, welches imstande ist, 
aus dem Fleischpulver Ätherextrakt ad Maximum auszuziehen. 
Die Ursache, warum der Alkohol in der Siedehitze so energisch 
auf Organpulver extrahierend einwirkt, ist hauptsächlich wohl 
darin zu suchen, daß derselbe in jedem Verhältnis mit Wasser 
mischbar ist und einen höheren Siedepunkt besitzt. Vermöge 
dieser Eigenschaften wirkt der Alkohol einerseits auf das Fleisch- 
pulver stark wasserentziehend ein; andererseits findet in der 
Siedehitze zwischen ihm und Organpulver eine ausgiebige Diffu- 
sion statt. Hierdurch kommt der Alkohol mit allen Teilchen 
der Pulvermasse in innigste Berührung, wodurch die Extraktion 
ganz besonders begünstigt wird. Demnach hängt die Möglichkeit 
einer vollständigeren Extraktion mittels Alkohols bis zu einem 
gewissen Grade nicht von der Trockenheit, sondern hauptsäch- 
lich von dem Grade der Feinheit und der lockeren Verteilung der 
zu extrahierenden Pulvermasse ab. 

Die übrigen Extraktionsmittel stehen sowohl in der Energie, 
wie in der Geschwindigkeit der Extraktion deshalb dem Alkohol 
bedeutend nach, weil die meisten davon sich nur wenig mit Wasser 
mischen und viel niedrigere Siedepunkte besitzen, als den des 
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Alkohols. Bei den mit Wasser schwer mischbaren Extraktions- 
mitteln hängt die Extraktionsenergie außer von dem Grade der 
Feinheit und der lockeren Verteilung in hervorragendem Maße 
von dem Grade der Trockenheit der Pulvermasse ab. Wenn man 
auf alle diese Momente genügende Sorge trägt, so kann auch bei 
ihnen die Extraktionsenergie bis zu einem gewissen Maximum 
erhöht werden. 

Was die Natur des Alkoholätherextraktes anbelangt, so ist 
dieselbe ganz anders zusammengesetzt, wie die des Äther- resp. 
Petrolätherextraktes, worüber weiter unten eingehende Betrach- 
tung folgt. 


Versuchsreihe 13. 


Alkohol 959, (= 0,816 D). 
Extraktion an 5,0 g Н.Е.Р. 





















Nummer der А — In Prozenten 
den Extraktions- Dauer der Gereinigte 

fraktionierten р 5 С der Gesanıt- 

Extraktionen mittel Extraktion Atherextrakte menge 









1 Alkohol 95%, | 2 Stunden | 0,2966 e | 94465, 
2 „ 9 In, 0,0172 5,48 
Alkohol absol. | 3 0,0092 0,06 









0,3140 g 


Extraktion verläuft ruhig und ist in 7 Stunden vollendet. 


Versuchsreihe 14. 


Alkohol 90% (= 0,833 D). 
Extraktion an 5,0 g H.FI.P. 


m — 


—— — —— 
ae Extraktions- | Dauer der | Gereinigte a a G u. 
Extraktionen mittel | Extraktion | Ätherextrakte menge 


—— ла — 
1 Alkohol 90%, 2 Stunden | 0.3076 g | 99,23%, 

















2 „ 90 0,0022 0,71 
3 Alkohol absol. 0,0002 0,06 
Summa 0,3100 g 100 %, 


Die Extraktion verläuft ganz ruhig und in 2 Stunden sind 
über 99%, des Ätherextraktes herausgezogen worden. 
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Versuchsreihe 15. 


Alkohol 85%, (= 0,849 D). 
Extraktion an 0,5 g Н.ЕІ.Р. 


Nummer der In Prozenten 



























a Extraktions- Daner der Gereinigte 
nen mittel | Extraktion Ätherextrakte en 
кэлир EE E — ъала — — — 
1 | Alkohol 85 °/,! 2 Stunden | 0,2920 g | 9,3%, 
2 | m 85 5 а 0,0134 4,4 
3 ' Alkohol absol.| 3 5 0,0010 0,3 
5 — 0 0 





Summa | — | — р 030646 | 100% 


Während der Extraktion tritt öfters Stoßen auf. Die Extrak- 
tion selber ist in 7 Stunden vollendet. 


Versuchsreihe 16. 


Alkohol 80% (= 0,863 D). 
Extraktion an 5,0 g H.FI.P. 































au — ЕС ЫЙ Dauer der | _ бегеіпіве en 
Estraktionen mittel Extraktion ; Atherextrakte menge 

1 Alkohol 80 °9/,, | 2 Stunden | 0,3098 g 98,4 °%/, 

2 e 80 15 o 0,0038 1,2 

3 | Alkohol absol. | 3 5 | 0,0010 0,3 

4 I S „ | 5 e | 0 0 





Summa 0,3146 g | 10% 
Die Extraktion ist zwar in 7 Stunden beinahe vollendet, aber 
sie verläuft unter heftigem Stoßen. | 
Extraktionen mit noch verdünnterem Alkohol, wie von 70% 
und 50%, sind auch versucht worden. Aber diese beiden Be- 
stimmungen sind durch äußerst heftiges Stoßen verloren gegangen. 
Nach den letzten Versuchen hat sich erwiesen, daß die Ex- 
traktionsenergie des Alkohols bei seiner Siedetemperatur durch 
geringfügige Beimengung von Wasserdampf nicht merklich be- 
einträchtigt wird. Aus praktischen Gründen ist es indessen rat- 
sam, bei der Extraktion mit Alkohol in unserem Heißextraktor 


stets denselben in konzentrierter Form von 95%, aufwärts zu be- 


228 M. Kumagawa und K. Suto: 


nutzen, weil sonst unangenehmes Stoßen während der Extraktion 
auftritt. 


Schlußwort zu dem Kapitel L 


Zur Erzielung maximaler Menge Ätherextraktes aus dem 
Örganpulver ist der Alkohol das beste Extraktionsmittel, dessen 
Leistungsfähigkeit von keinen anderen Mitteln erreicht werden 
kann, wenn man von der Zusammensetzung des Ätherextraktes 
ganz absieht. 


Kapitel II. 
Untersuchungen über die Natur der Ätherextrakte. 


Versuchsreihe 1. 


Bestimmung des Stickstoff- und Phosphorgehaltes. Verseifung 
des Ätherextraktes. Aufsuchung des Kreatins im Ätherextrakte. 


Nachdem wir festgestellt haben, daß wir mittels des Alkohols 
unter Benutzung von unserem Heißextraktor imstande sind, mit 
Leichtigkeit Ätherextrakt aus Fleischpulver ad Maximum heraus- 
zuziehen, haben wir unternommen, dieselben in etwas größerer 
Menge darzustellen, damit wir die Natur derselben bequemer er- 
forschen können. Zu dem Zwecke ließen wir einen etwas größeren 
Extraktor anfertigen, welcher etwa 40 g Fleischpulver auf einmal 
extrahieren läßt. Genau 100 g H.Fl.P. wurden mit dem Appa- 
rate in 3 Abteilungen durch Einlagerung der entfetteten Watte 
je 5 Stunden mit Alkohol absol. extrahiert. Die vereinigten Aus- 
züge wurden auf eine ganz geringe Menge verdunstet und mit etwas 
größerer Menge absoluten Äthers übergoßen, gut gemischt und 
über Nacht stehen gelassen. Die ganz klare Ätherlösung wurde 
abgegossen und der in der Regel am Boden des Glases als dünne 
Haut klebende Niederschlag wiederholt mit Äther ausgespült. Die 
vereinigten Ätherauszüge wurden verdunstet, bei 50° C getrocknet, 
mit Äther aufgenommen, wieder verdunstet usw. Diese Operation 
wurde fünfmal wiederholt, um die letzte Spur von Alkohol voll- 
ständig auszutreiben. Schließlich wurde die ätherische Lösung 
des Extraktes durch Asbest in einem Meßkolben von 500 cem 
Rauminhalt abfiltriert, Becher und Filter mit Äther ausgewaschen 
und der Kolben bis zur Marke aufgefüllt. Nach guter Durch- 
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mischung und vollkommener Ausgleichung der Temperatur wurde 
die absolut klare schwach bräunlich gefärbte Lösung mittels ge- 
eichter Pipette schnell hintereinander in die nebenstehenden 
Becher entleert. Hierdurch haben wir mehrere Proben von je 
25 und 50 ccm Ätherlösung erhalten. Alle Proben wurden auf 
einem zu diesem Zwecke besonders konstruierten flachen Wasser- 
bade mit Sutoschem Wärmeregulator und einem fächerartigen 
Ventilator, welcher mittels eines kleinen Peltonmotors in Be- 
wegung gesetzt wird, genau bei 50° С verdunstet (Fig. 3). 


Trockenbestimmung des Atherextraktes. 


Drei Proben von je 25 ccm Ätherlösung, welche in vorher 
tarierte Becher entleert worden waren, wurden nach der Ver- 
dunstung des Äthers im Trockenschrank mit Sutoschem Regu- 
lator genau bei 50° C mehrere Stunden getrocknet und dann im 
evakuierten Chlorcalciumexsiccator bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. 

Die Resultate sind folgende: 


Probe 1........ 0,33,43 g 
Probe 2:3. 2.8. wi ve ée Ab 0,3348 
Probe З . . . . .... 0,3350 
Summa ........ 1,0041 g 
Mittel . . 2222... 0,3347 g 


In allen folgenden Untersuchungen dieser Serie wird die ge- 
fundene Zahl als Trockengehalt des Ätherextraktes zugrunde 
gelegt. 

Das H.FlI.P. enthält demnach 6,694%, Ätherextrakt. 


Stickstoffbestimmung im Ätherextrakte. 


Zwei Proben von je 0,3347 g Ätherextrakt wurden mittels 
Äthers in Kjeldahlsche Kolben hineingebracht, mittels Wasser- 
strahlgebläses von Äther befreit und durch Zusatz von 10 ccm 
konzentrierter Schwefelsäure, 6 g Kaliumsulfat und 0,5 g Kupfer- 
sulfat auf dem Sandbade völlig verbrannt. Vorgelegt wurde 
10,0 ccm "/,-Schwefelsäure und zurücktitriert mit "/,„Natron- 
lauge. Als Indicator diente Kongorotlösung. 


Probe 1 verbrauchte 9,9 ccm "/,-МаНО 
Probe 2 ebenfalls 9,9 ccm Die NaHO 
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zur Endreaktion.e Demnach wurde 5,05 ccm N/,-Schwefelsäure 
durch Ammoniak gebunden. Atomgewicht des Stickstoffes als 
14,04!) berechnet, enthielt demnach 0,3347 g Ätherextrakt, 
0,01418 g Stickstoff = 4,238% N. 

Es war uns sehr überraschend, daß das Ätherextrakt einen 
so enorm hohen Stickstoff enthielt. Von den ätherlöslichen Fett- 
arten, welche im Moleküle Stickstoff enthalten, kommt hier haupt- 
sächlich das Lecithin in Betracht, weil das Jecorin und Protagon, 
wenn auch vorhanden, jedenfalls an Menge ganz unbedeutend 
sein würden. Seit Hoppe -Seyler nimmt man im allgemeinen 
an, daß das tierische Lecithin ganz überwiegenderweise aus der 
Distearylverbindung bestehe. Betrachtet man beiläufig jenen 
Stickstoff als ganz dem Lecithin angehörig, und berechnet man 
die Menge des Distearyllecithins nach der Gleichung L: N 
= 807,8 : 14,04; und N x 57,54 = L, so resultiert die ganz un- 
geheure Menge von 243,4% Lecithin. Demnach steht es ganz 
außer Zweifel, daß der größte Teil jenes Stickstoffes nicht der 
Fettnatur, sondern dem Ätherextrakte beigemengten Stickstoff- 
verbindungen angehört. Indessen es ist schwer verständlich, daß 
ätherlösliche Stickstoffverbindungen in einer so großen Menge von 
vorneherein präformiert oder durch etwaige Zersetzung vorgebildet 
im Fleischpulver enthalten sind. Vielmehr scheint uns die An- 
nahme wahrscheinlicher, daß bei der Extraktion des Alkohol- 
extraktes mit Äther ein Teil der an und für sich in demselben 
schwer löslichen Verbindungen durch Vermittlung verschiedener 
in Äther löslichen Bestandteile in den letzteren aufgenommen und 
in Lösung gehalten werde. Ob dies eine scheinbare Lösung ist, 
sei vorläufig dahingestellt. Von dieser Voraussetzung ausgehend, 
haben wir die Ätherextrakte durch Behandlung mit Wasser von 
den Verunreinigungen zu trennen versucht. 

Eine Probe von 0,3347 g Ätherextrakt wurde mit etwa 50 ccm 
Wasser versetzt und mit einem Uhrglas bedeckt eine halbe Stunde 
auf dem Sandbade vorsichtig gekocht. Es entstand hierdurch eine 
gleichmäßige Emulsion, die nach dem Erkalten durch Asbest ab- 
filtriert wurde. Das Filtrat war indessen stark opalisierend. Eine 
zweite Probe wurde mit 50 ccm Wasser auf dem Wasserbade etwa 





1) Das Atomgewicht des Stickstoffes war im Jahre 1907 wiederum 
zu 14,01 festgesetzt. Aber dasselbe wurde aus äußeren Gründen in dieser 
ganzen Abhandlung zu 14,04 berechnet. 
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5 Minuten erwärmt und gut gemischt. Es entstand ebenfalls eine 
gleichmäßige Emulsion. Dieselbe wurde nach dem Erkalten im 
Scheidetrichter mit Äther geschüttelt. Es entstand eine dicke 
Emulsion, welche auch nach langem Stehen keine Tendenz zeigte, 
sich von selber aufzulösen. Gleiches Resultat erhielten wir, als 
wir das Extrakt zuerst in Äther auflösten und dann mit Wasser 
schüttelten. Etwas besser war die Trennung, als wir das Extrakt, 
wie vorher, zuerst mit Wasser erwärmten, dann nach dem Er- 
kalten durch Zusatz von 2 ccm l5prozentiger Schwefelsäure mit 
Äther schüttelten. Nach langem Stehen wurde die Ätherschicht 
allerdings klar, aber die wässerige Schicht blieb bis zuletzt emul- 
sionsartig getrübt. Der weitere Zusatz von Schwefelsäure konnte 
keine gute Trennung bewirken. 

Nach diesen vergeblichen Versuchen haben wir endlich ge- 
funden, daß der von uns früher zum Zwecke der Ätherextraktion 
in tierischen Flüssigkeiten angegebene Flüssigkeitsextraktor (13) 
imstande ist, von der wässerigen Emulsion des Ätherextraktes 
eine glatte Trennung der wasser- und ätherlöslichen Substanzen 
zu erzielen. Eine Reihe von Proben wurde mit Zusatz von je 
50 cem Wasser bei verschiedener Temperatur verschiedene Zeit 
lang digeriert, dann im Flüssigkeitsextraktor unter Zusatz von 
2 ccm löprozentiger Schwefelsäure extrahiert. Alsdann wurde 
sowohl das Ätherextrakt wie das Wasserextrakt nach Kjeldahl auf 
Stickstoffgehalt untersucht. Schon nach dreistündiger Extraktion 
mit dem Apparate wurde die Wasserschicht im Zylinder klar, den- 
noch haben wir die Extraktion meist 15—20 Stunden lang fortgesetzt. 

Die Resultate sind in der folgenden Tabelle verzeichnet. 


Je 0,3347 g Ätherextrakt mit je 50 ccm Wasser digeriert. 

























Nummer ; Stickstoff in Stickstoff in 
der ren 4 ar ti der ätherischen | der wässerigen с — 
Versuche | der Vigestion | der Digestion Lösung Lösung sticksto 







1 Stunde 
20 Stunden 


Mittel 


Wegen des umständlichen Verfahrens war die durchschnitt- 
liche Summe des Stickstoffes (0,0138 g) für eine Probe etwas 
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weniger als die frühere direkte Analyse (0,0142 р). Allerdings 
betrug der Verlust nur 0,0004 g Stickstoff. Bei der Digestion 
der Ätherextrakte mit Wasser haben wir absichtlich die Tem- 
peratur stark variiert, um zu sehen, ob hierdurch eine Änderung 
in der Stickstoffverteilung verursacht wird, in welchem Falle man 
eine Zersetzung des Lecithins vermuten könnte. Der Ver- 
such Nr. 2, bei welchem das Extrakt 3 Stunden lang anhaltend 
mit Wasser gekocht wurde, zeigte in der Tat eine geringe Ab- 
nahme des Stickstoffes in der ätherischen Lösung und eine dem- 
entsprechende Zunahme іп dem Wasserextrakte, was wohl auf 
eine geringe Zersetzung des Lecithins hinweist. Die Differenz 
beträgt im Vergleiche mit dem Mittelwerte indessen nur 0,0007 g 
Stickstoff, entsprechend 0,040 g Distearyllecithin. Die übrigen 
vier Analysen stimmen in bezug auf die Stickstoffverteilung fast 
vollkommen überein, woraus hervorzugehen scheint, daß das kurz- 
dauernde Erhitzen der Ätherextrakte mit Wasser auf 70° С resp. 
auf 100° С oder eine langdauernde Digestion bei 40° С keine merk- 
liche Zersetzung des Lecithins hervorruft. 

Was das Hauptresultat dieser Versuche anbelangt, so beträgt 
von dem Gesamtstickstoff von 0,0138 g derjenige, welcher in 
Äther übergegangen ist, 0,0033 g = 23,9%, und derjenige im 
Wasserextrakte 0,0105 g =76,1%. Es verhält sich demnach jener 
zu diesem wie rund 1 : 3. Berechnet man nun jenen Stickstoff 
der Ätherfraktion als ganz dem Lecithin angehörig, so beträgt die 
Menge des letzteren 0,1899 р. Das macht von 0,3347 р Äther- 
extrakt 56,73%. Wie aus der folgenden Phosphorbestimmung 
auch hervorgeht, ist es unmöglich, daß das Lecithin in einer so 
großen Menge im Ätherextrakt enthalten ist. Demnach geht auch 
bei der vorhergehenden Wasserdigestion des Ätherextraktes ein 
Teil derjenigen Sticksotffverbindungen, welcher nicht der Fett- 
natur angehört, in den Äther über. Somit ist die Menge des Stick- 
stoffes im Ätherextrakte unter allen Umständen als Maßstab des 
Lecithingehaltes nicht geeignet. 


Phosphorbestimmung im Ätherextrakte. 

Eine Probe von 0,6684 g Ätherextrakt wurde mit Salpeter- 
mischung durch gelindes Erwärmen gut gemischt, in einer Platin- 
schale mit einer Schicht des Salzes übergossen und vorsichtig ge- 
schmolzen. Weiter wurde die gebildete Phosphorsäure genau 

16* 
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nach Vorschrift über die Stufen von phosphormolybdänsaurem 
Ammon und phosphorsaurer Ammoniakmagnesia schließlich in 
pyrophosphorsaure Magnesia übergeführt. Nur sei hier bemerkt, 
daß der Niederschlag des phosphormolybdänsauren Ammons 
mit einer Mischung von 100 ccm molybdänsauren Ammons, 
20 ccm verdünnter Salpetersäure (1,2 D) und 80 ccm Wassers 
mit Vorteil ausgewaschen wurde, weil die übliche Methode 
der Auswaschung mit Salpetersäure-Ammoniumnitratmischung 
eine merkliche Menge jenen Niederschlages auflöst und man so- 
mit einen unbekannten Fehler begeht. 

Die Ausbeute aus 0,6694 р Ätherextrakt betrug 0,0235 р 
Mg,P,0, = 0,00654 g Phosphor = 0,1705 g Distearyllecithin. _ 

Demnach betrug die Menge des Lecithins 25,47%, des Gesamt- 
ätherextraktes. 


Getrennte Phosphorbestimmung. 

Eine Probe von 0,6694 р Ätherextrakt wurde mit 70 ccm 
Wasser unter öfterem Umrühren bei 40° С 4 Stunden digeriert. 
Die feine wässerige Emulsion wurde durch 28stündige Extrak- 
tion im Flüssigkeitsextraktor in ätherische und wässerige Lösung 
getrennt. Beide Lösungen wurden nach dem Verdunsten genau, 
wie oben, getrennt auf Phosphorgehalt untersucht. 


Die ätherische Lösung gab = 0,0200 Мр„Р,О,, 

= 0,1452g Lecithin (a) 

= 21,72%, (für 0,6694 р Extrakt). 
Die wässerige Lösung gab = 0,0025 g Му,Р,О, 

= 0,0181 g Lecithin (b) 

= 2,71% des Gesamtextraktes. 
Demnach beträgt 


а + b = 24,41%, Lecithin. 


Mit der vorhergehenden Bestimmung verglichen, beträgt die 
Differenz in der Lecithinmenge 1,06%. Da die wässerige Lösung 
keine Körper von Fettnatur enthält, so könnte dieser Befund so 
erklärt werden, daß die darin aufgefundene Phosphorsäure doch 
von der teilweisen Zersetzung des Lecithins stammt, während die 
Fettsäurekomponenten desselben in Äther aufgenommen wurden. 
Nun haben wir die Menge des Lecithins für 0,6694 g Ätherextrakt 
aus seinem Phosphorgehalte zu 0,1705 g berechnet. Demnach 
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würde dieselbe für 0,3347 g Ätherextrakt 0,0853 g betragen. Die- 
selbe würde in Distearylverbindung 0,0015 g Stickstoff enthalten. 
Bei der getrennten Stickstoffbestimmung haben wir für 0,3347 g 
Ätherextrakt in der ätherischen Lösung 0,0033 g Stickstoff ge- 
funden. Demnach gehört nur ca. die Hälfte davon wirklich dem 
Lecithin und die andere Hälfte Stickstoff in derselben muß als 
Verunreinigung betrachtet werden. Es fragt sich nun, ob es 
richtig ist, die in dem Ätherextrakte des Fleischpulvers ent- 
haltenen Phosphorverbindungen sämtlich als Lecithin zu be- 
trachten. Streng genommen ist es natürlich nicht richtig, denn 
das Jecorin ist bekanntlich in Äther löslich und das Protagon ist 
wenigstens in warmem Äther löslich. Beide sind phosphorhaltig 
und in fast allen tierischen Geweben aufgefunden worden. Diese 
Verbindungen sind indessen nach den bisherigen Angaben außer 
in dem Centralnervensystem überall nur in geringer Menge vor- 
handen. Das Jecorin wird gegenwärtig als Lecithinzucker auf- 
gefaßt. Das Protagon gibt bei der Zersetzung Lecithinmoleküle 
ab. Hiernach kann man die beiden Verbindungen als eine Art 
zusammengesetzter Lecithine betrachten. Веі dieser Sachlage 
halten wir bisheriger Anschauung folgend für richtiger, allen 
Phosphor im Alkohol-Ätherextrakte als Lecithinphosphor zu be- 
trachten, und zur quantitativen Bestimmung des Lecithins im 
Ätherextrakte Phosphorbestimmung zugrunde zu legen, solange 
die einwandsfreien quantitativen Trennungsmethoden von Lecithin, 
Jecorin und Protagon nicht bekannt gegeben werden. Wie wir 
unten Beweise dafür anführen können, ist die Fällung des Leci- 
thins mittels Acetons zur quantitativen Bestimmung desselben 
durchaus unzureichend. 


Verseifung des Ätherextraktes. 


Eine Probe von 0,3347 g Ätherextrakt wurde mit 1 ccm Kali- 
lauge von 47% (=0,7g KHO) und 20 ccm Alkohol absol. ver- 
setzt und in einem Rundkolben unter Kühlung bedeckt, 30 Mi- 
nuten auf dem Wasserbade verseift. Der Alkohol wurde ver- 
dunstet, der Rückstand mit Wasser aufgelöst und unter Zusatz 
von 10 ccm 15 prozentiger Schwefelsäure im Flüssigkeitsextraktor 
20 Stunden mit Äther extrahiert. Ätherische Lösung wurde so 
lange mit Wasser geschüttelt, bis das Wasser nicht mehr sauer 
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reagierte. Der Äther wurde verdunstet, bei 50° © getrocknet 
und der Rückstand nochmals mit Äther gereinigt. 

Die Fettsäure wog 0,1936 р. 

Eine zweite Probe von 0,6694 g Ätherextrakt wurde nach der 
Digestion mit 70 ccm Wasser bei 40° С durch 28stündige Ex- 
traktion mit dem Apparate in Äther aufgenommen. Das Extrakt 
wurde nach dem Verdunsten des Äthers verseift. 

Die Fettsäure wog 0,3838 g für 0,6694 g Ätherextrakt 


— 0,1919 р „ 0,3347 g P 


Demnach beträgt das Mittel von zwei Proben 0,1928 g Fett- 
säure = 57,60% des Ätherextraktes (0,3347). 

Zwei andere Proben, welche nach der Verseifung nicht im 
Apparate extrahiert, sondern im Scheidetrichter unter Schwefel- 
säurezusatz mit Äther geschüttelt wurden, gaben: 


Probe 1 0,1885 g Fettsäure aus 0,3188 р Extrakt = 59,14%, 
„ 2 0,1879 р 5 „ 0,3127 g “ = 60,09%. 


Im Gesamtmittel enthält das Ätherextrakt somit 58,94%, 
Fettsäuren. 

Die so dargestellten Fettsäuren sind noch lange nicht als 
chemisch rein anzusehen. In die nähere Zusammensetzung der- 
selben gehen wir erst später ein. Vorläufig nehmen wir dieselben 
als reine Fettsäuren an. 

Nach der obigen Untersuchung haben wir in demselben 
Ätherextrakte 25,47%, Distearyllecithin gefunden. Das letztere 
enthält im Moleküle 70,39%, Stearinsäure. Demnach sind von 
den Fettsäuren 17,93%, des Extraktes in Form von Lecithin vor- 
handen. Die übrigen 41,01%, des Ätherextraktes sind nun die- 
jenigen Fettsäuren, welche als Triglyceride die Hauptmenge des 
Neutralfettes im Ätherextrakte darstellen. Allerdings wird hierbei 
sowohl die Fettsäure der Seife wie das Cholesterin als Triglyceride 
in Rechnung gebracht, während die Triglyceride der flüchtigen 
Fettsäuren ganz vernachlässigt werden. Indem wir auf die Gründe 
für oder gegen diese Betrachtungsweise erst später näher ein- 
gehen, nehmen wir dieselbe vorläufig als berechtigt an, weil die 
mögliche Fehlergrenze allenthalben nur klein ist. Es fragt sich 
nun, welchen Faktor man am zweckmäßigsten zu nehmen hat, 
um aus den Fettsäuren die Menge des Neutralfettes zu berechnen. 
Im tierischen Fette überwiegen die Oleate, dann folgen die Pal- 
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mitate. Die Menge der Stearate tritt bekanntlich am meisten 
zurück. Das Mengenverhältnis von drei Triglyceriden schwankt 
übrigens je nach dem Tierspecies, Alter, den Lagen usw. be- 
deutend. Es ist also unmöglich, einen für alle Fälle passenden 
Faktor auszuwählen. Daher schließen wir uns dem bisherigen Ge- 
brauche an, indem wir das mittlere Molekulargewicht von gleichen 
Teilen dreier Triglyceride zugrunde legen und die Fettsäuren mit 
dem Faktor 1,046!) auf Neutralfett umrechnen, um so mehr, da 
das Molekulargewicht von Ölsäure und Stearinsäure beinahe gleich 
und viel höher ist, als das der Palmitinsäure, und daher das 
berechnete Produkt mit jenem Faktor beinahe dem mittleren 
Molekulargewichte von zwei Teilen Triolein und einem Teile 
Tripalmitin entspricht, was in den meisten Fällen annähernd 
richtigen Wert zu geben scheint. Bemerkt sei noch, daß das 
mit dem Faktor 1,046 berechnete Neutralfett demjenigen ent- 
spricht, welches in 95,69%, hohen Fettsäuren und 4,4%, Glycerin 
besteht. 

Kommen wir nach dieser Verweilung auf die frühere Betrach- 
tung zurück, so ergibt sich aus 41,01%, Fettsäuren 42,9%, Neutral- 
fett. Demnach sind in unserem Ätherextrakt 25,47%, Lecithin 
und 42,9%, Neutralfett enthalten. Das macht zusammen 68,4%, 
des Ätherextraktes. Die übrigen 31,6%, des Ätherextraktes sind 
also als Verunreinigungen zu betrachten, welche zum großen Teil 
in stickstoffhaltigen Verbindungen zu bestehen scheinen. Die Ver- 
unreinigungen betragen demnach 46,22%, der im Ätherextrakte 
enthaltenen Fettarten. 


1) Ableitung des Faktors: 


Molekulargewicht von Triolein = 884,8 

,› » Тгізіеатіп = 890,9 

nn „ Tripalmitin = 806,8 
Mittel = 860,8 


(Oleopalmitostearat) 
Molekulargewicht von Ölsäure = 282,3 
ge „ Stearinsäure = 284,3 
5 „  Palmitinsäure = 256,3 


Summa = 822,9 
(Oleopalmitostearinsäure) 
Oleopalmitostearat 860,8 ` 


eg Bo E 
Oleopalmitostearinsäure 822,9 
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Aufsuchung des Kreatins im Ätherextrakte. _ 

Das Kreatin, welches unter den stickstoffhaltigen Extraktiv- 
stoffen des Fleisches an Menge bei weitem überwiegt, könnte 
trotz seiner Schwerlöslichkeit durch Vermittlung verschiedener 
löslicher Anteile aus dem Alkoholextrakte zum Teil in Äther- 
extrakte übergegangen sein. Daher haben wir im folgenden im 
Ätherextrakte nach dem Kreatin gesucht. Zu dem Zwecke haben 
wir aus 30g Н.Е.Р. durch Alkoholextraktion mittels Heiß- 
extraktors über 2g Ätherextrakt dargestellt. Als das Extrakt 
in ätherischer Lösung mit Wasser geschüttelt wurde, entstand 
eine dicke Emulsion, welche sich trotz Säurezusatz nicht auf- 
löste. Bei weiteren Versuchen der Trennung ist leider etwa die 
Hälfte davon verloren. Der Rest wurde durch Flüssigkeits- 
extraktor in ätherische und wässerige Lösung getrennt. Die 
letztere wurde zur Sirupdicke eingedampft, nochmals mit Wasser 
aufgenommen, zur Überführung des Kreatins in Kreatinin mit 
Schwefelsäure gekocht, mit Bariumcarbonat im Überschusse be- 
handelt, abfiltriert, das Filtrat mit Essigsäure angesäuert, ein- 
gedampft, mit Alkohol absol. aufgenommen und das alkoholische 
Filtrat wurde mit alkoholischer Chlorzinklösung versetzt. Nach 
einigen Tagen trat eine krystallinische Ausscheidung auf, deren 
mikroskopischer Befund typische Form von Kreatininchlorzink 
zeigte. Vordem wurde in der wässerigen Lösung auch die Farben- 
reaktion des Kreatinins nach Weyl mit positivem Erfolg an- 
gestellt. Zur weiteren Identifizierung reichte die Menge nicht aus. 

Eine Probe von 1,34 g Ätherextrakt wurde nach der Digestion 
mit Wasser im Flüssigkeitsextraktor unter Säurezusatz in äthe- 
rische und wässerige Lösung getrennt. Die letztere wurde genau 
wie oben verarbeitet. Der ausgeschiedene Niederschlag wurde 
nach einigen Tagen gewogen. 

Derselbe betrug 0,0264 g. Der Niederschlag wurde mit Wasser 
und etwas Natriumcarbonatlösung versetzt, gekocht, durch asche- 
freies Papier abfiltriert, bis chlorfrei ausgewaschen, getrocknet, 
verascht und geglüht. Die Menge des gebildeten Zinkoxydes 
betrug 0,007 g. 

(C,H.N,O),ZnCl, verlangt 22,44%, ZnO 
gefunden 26,5 % ZnO. 

Wegen allzu kleiner Menge konnte eine gute Übereinstim- 
mung nicht erzielt werden. In Anbetracht der typischen Reak- 
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tion und Krystallform ist indes die Existenz von Kreatin im Äther- 
extrakt als bewiesen anzusehen. 0,0264 g Kreatininchlorzink ent- 
spricht 0,0191 g Kreatin mit 0,0061 g Stickstoff. Die getrennte 
wässerige Lösung enthielt nach der früheren Untersuchung für 
0,3347 g Ätherextrakt 0,0105 g Stickstoff, 1,34 g Ätherextrakt er- 
fordert für dieselbe somit 0,042 р Stickstoff. Demnach ist nur 
са. 1/, des Stickstoffes der Wasserfraktion als Kreatin vorhanden. 
Die Natur der übrigen Stickstoffverbindungen läßt sich nicht 
leicht eruieren. 


Versuchsreihe 2. 


Weitere Untersuchungen der Stickstoffverteilung im 
Atherextrakte. 


100 g H.FI.P. wurden in drei Sitzungen im großen Heiß- 
extraktor je 5 Stunden mit Alkohol absol. extrahiert. Hieraus 
wurde genau nach der früher beschriebenen Methode ätherische 
Lösung hergestellt, und dieselbe dann in einem Meßkolben von 
500 ccm Rauminhalt mit Äther aufgefüllt. Durch besondere Vor- 
richtung, welche die Verdunstung des Äthers bei der Operation 
vermeidet, wurden mehrere Proben von je 25 ccm und je 50 ccm 
Ätherlösung hintereinander abpipettiert. 

Trockenbestimmung in je 25 ccm ergaben: 


Probe 1 . . . . 0,3256 g Ätherextrakt 
„ 2... . 0,3252 з 
„8... . 0,3272 ep 

4... . 0,3252 ei 


Mittel... . 0,3258 g Ätherextrakt. 


Das Fleischpulver enthielt demnach jetzt 6,52%, Ätherextrakt. 
Zwei Stickstoffbestimmungen in je 25ccm Ätherlösung er- 
gaben: 
Probe 1... . 0,0142g 
„2.... 0,0148 
Mittel . . . . 0,0143g Stickstoff. 


Demnach enthielt das Ätherextrakt 4,39%, Stickstoff. 
Eine Probe von 0,3258 g Ätherextrakt wurde nach der Di- 
gestion mit Wasser im Flüssigkeitsextraktor bei saurer Reaktion 
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24 Stunden mit Äther extrahiert und jede Fraktion getrennt auf 
ihren Stickstoffgehalt untersucht. 


Ätherische Lösung enthielt . . 0,0029 р Stickstoff, 


wässerige Lösung enthielt . . 0,0111 г 
Die Summe betrug . . ... 0,0140 р Stickstoff. 


Hierauf haben wir nach dem Уограпре уор М. Pfaundler(14) 
zur Feststellung der Stickstoffverteilung die wässerige Fraktion 
mit Phosphorwolframsäure behandelt. 

Eine Probe von 0,652 g Ätherextrakt wurde nach der öfters 
beschriebenen Methode in ätherische und wässerige Lösung ge- 
trennt. Die erstere gab nach Kjeldahl 0,0077 g Stickstoff. 

Die wässerige Lösung wurde auf ca. 50 ccm eingeengt, mit 
10 ccm Phosphorwolframsäure versetzt (100 g Acidum Phosphor- 
wolframicum Merck und 100 ccm Salzsäure von 25%, mit Aq. 
destill. auf 11 aufgefüllt), am nächsten Tage abfiltriert und der 
Niederschlag mit etwas verdünnter Phosphorwolframsäure aus- 
gewaschen. 

Filter mitsamt Niederschlag kjeldahlisiert ergab 0,0116 g 
Stickstoff. 

In einer gleich behandelten Probe wurde der Phosphor- 
wolframsäureniederschlag mit 10 g Phosphorsäure in Stangen ver- 
setzt, mit geringer Menge Wasser aufgelöst und im Autoklav bei 
150° C 44, Stunden erhitzt. Nach dem Erkalten in den Kjel- 
dahlschen Kolben übergeführt, wurde die zugesetzte Säure durch 
Normallauge beinahe neutralisiert und dann unter Zusatz von 
10 g Magnesiumoxyd im Kjeldahlkolben destilliert. Das Destillat 
wurde mit ”/ o Lauge zurücktitriert. Die Menge des leicht ab- 
gespaltenen Stickstoffes im Phosphorwolframsäureniederschlag 
betrug 0,0013g. Hieraus berechnet sich die Menge des schwer 
abspaltbaren Stickstoffes in dem genannten Niederschlage zu 
0,0103 g. , 

Das Filtrat des P.W.S.-Niederschlages wurde zur Sirup- 
dicke eingedampft, mit 10 g Phosphorsäure in Stangen versetzt 
und weiter genau ebenso, wie der P.W.S.-Niederschlag, auf 
leicht abspaltbaren Stickstoff untersucht. 

Probe 1 ergab 0,0029 g Stickstoff, 
„ 2 , 0,0028 
Mittel . . . 0,00285 g Stickstoff 
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Alsdann wurde der Rückstand mit konzentrierter Schwefel- 
säure vollständig verbrannt und mit einem Alkaliüberschuß 
destilliert. 


Probe 1 ergab 0,0060 g Stickstoff 


» 2 , 0,0066 „ 
Mittel . . . 0,0063g Stickstoff. 


Demnach gestaltet sich die Verteilung des Stickstoffes im 
Ätherextrakt folgendermaßen: 
Von 0,0285 р Stickstoff (= 100 gesetzt) in 0,652 р Extrakt 
kommen in: 
1. Stickstoff in ätherischer Lösung . . . 0,0077 g = 27,0% 
In der wässerigen Lösung: 
2. Leicht abspaltbarer Stickstoff des 


P.W.S.-Niederschlagese ....... 0,0018 g = 45% 
3. Schwer abspaltbarer Stickstoff des 

P.W.S.-Niedersschlages ` . . . . . . 0,0103 р = 36,0%, 
4 Leicht abspaltbarer Stickstoff des 

P.W.S.-Filtratess . 2.2.22 2 2 2020 0,0029 g = 10,0%, 
5. Schwer abspaltbarer Stickstoff des 

P.W.S.-Filtrates .......... 0,0063 g = 22,5%, 

SUMME. u a. шж A, 0,0285 g = 100. 


Die Übereinstimmung der Analyse war zufällig eine ganz 
vollständige. 

Wie früher durch die Phosphorbestimmung nachgewiesen 
worden ist, gehört von dem Stickstoff in der getrennten Äther- 
lösung nur die Hälfte dem Lecithinstickstoff und die übrige Hälfte 
ganz anderen Stickstoffverbindungen an. 

Eine Probe von 0,652 Ätherextrakt wurde ferner nach Schlö- 
sing direkt auf Ammoniakstickstoff untersucht. Es ergab sich 
0,0022 р Stickstoff = 7,7% des Gesamtstickstoffes. 

Hieraus kann man schließen, daß in dem Ätherextrakte nach 
Alkoholvorbehandlung etwa sieben verschiedene Stickstoffver- 
bindungen enthalten sind. Wir verzichten indes, für die einzelnen 
Stickstofffraktionen bekannte Verbindungen des Fleischextraktes 
einzusetzen, weil der Übergang des Alkoholextraktes in Äther, 
sowie der Zersetzung der Stickstoffverbindungen bei der Säure- 
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kochung in einem Gemische von so verschiedenen zum Teil be- 
kannten, zum Teil unbekannten Fleischextrakten ein recht kom- 
plizierter Vorgang zu sein scheint. Aus diesen Untersuchungen 
geht jedenfalls so viel mit Sicherheit hervor, daß die gegenwärtig 
übliche Methode der Alkohol-Ätherextraktion resp. Alkohol- 
Chloroformextraktion außer Fettarten verschiedenartige zum Teil 
in Äther unlösliche Verbindungen in ganz bedeutender Menge aus 
dem ÖOrganpulver herauszieht, welche mit der Fettnatur keinen 
Zusammenhang haben. Daher ist dieselbe zur quantitativen Fett- 
bestimmung tierischen Materials durchaus ungeeignet. Die Unter- 
suchungen verschiedener quantitativer Reaktionen der Fette, 
welche zwar in der Fettanalyse für die ausgelassenen relativ reinen 
Fette große Wichtigkeiten haben, haben für die Ätherextrakte 
mit stickstoffhaltigen Verunreinigungen über 30%, wohl keinen 
Sinn. Daher sind dieselben bei unserer Untersuchung ganz unter- 
blieben. 


Versuchsreihe 3. 


Verhalten des Ätherextraktes gegen Petroläther, Aceton, 
Chloroform, Benzol usw. 

Aus 30 g H.Fl.P. wurden nach der Alkohol-Ätherextraktion 
300 ccm ätherischer Lösung hergestellt, woraus 5 Proben von je 
50 cem Ätherlösung abpipettiert wurden. 

Das Mittel von drei Trockenbestimmungen betrug 0,3205 g 
Ätherextrakt in 50 ccm, d. h. 6,4%, des Fleischpulvers. Das Ex- 
trakt enthielt ferner 3,94%, Stickstoff. 


Verhalten gegen Petroläther. 

Eine Probe von 0,3205 g Ätherextrakt wurde mit Petroläther 
aufgenommen, durch Asbest abfiltriert, verdunstet und bei 50° C 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Es ergab sich 0,3130 g Extrakt. Demnach ist das Äther- 
extrakt bis zu 97,7% vom Petroläther aufgenommen worden. Der 
Verlust betrug nur 2,3%. 


Verhalten gegen Aceton. 
Eine Probe von 0,313 g Ätherextrakt wurde in geringer Menge 
Aether absol. aufgelöst, mit einemÜ berschuß von Aceton (zwischen 
56,8° С und 58° С abdestilliert) versetzt, abfiltriert, das Filtrat 
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verdunstet und nochmals mit Aceton versetzt. Der mit Aceton 
ausgewaschene Niederschlag, welcher der allgemeinen Anschau- 
ung nach Lecithin sein sollte, wog 0,0706 g, entsprechend 22,56%, 
des Ätherextraktes. Dieser Niederschlag gab nach der Molybdän- 
säuremethode auf Phosphorgehalt untersucht 0,0062 g Mg,P,O, 
= 0,00173 g Phosphor = 0,045 g Distearyllecithin = 14,04%, des 
Ätherextraktes. Demnach enthält der Acetonniederschlag aus dem 
Phosphorgehalt berechnet nur 63%, Lecithin. Das Acetonfiltrat 
enthielt 0,0086 g Stickstoff = 3,55%. 

Eine zweite Probe von 0,3205 g Ätherextrakt wurde genau, 
wie oben, mit Aceton behandelt. Das Acetonfiltrat wog nach dem 
Verdunsten 0,2396 g = 74,8%. Die scheinbare Lecithinmenge be- 
trug demnach jetzt 25,2%. Das Acetonfiltrat gab nach der 
Molybdänsäuremethode 0,0028 g Ме„Р„О, = 0,0208 g Lecithin 
= 6,49%, des Ätherextraktes. Nimmt man an, daß aller Phosphor 
im Ätherextrakt als Distearyllecithin vorhanden ist, so beträgt 
die Gesamtmenge 0,0658 р, іп 0,3205 р Ätherextrakt = 20,53%, 
wovon 0,0208 g = 31,6% im Acetonfiltrat und 0,0461 g = 68,39% 
des Gesamtlecithins durch Aceton ausgefällt worden sind. Dem- 
nach hat das Aceton nicht die Fähigkeit, aus dem Ätherextrakte 
alles Lecithin zur Fällung zu bringen. Andererseits bestehen von 
der Acetonfällung nur 63,74%, in Lecithin. 


Verhalten gegen Methylalkohol. 
Eine Probe von 0,3205 g Ätherextrakt wurde іп Methyl- 
alkohol aufgenommen. Das Filtrat enthielt 0,3112 g Extrakt. 
Der Verlust betrug demnach nur 2,9%. 


Verhalten gegen Benzol, Chloroform und Essigäther. 

Das Ätherextrakt ist in Benzol und Chloroform leicht löslich. 
Dagegen ist es in Essigäther nur teilweise löslich und hinterläßt 
einen harzigen Rückstand, welcher sich zwar beim Erwärmen klar 
auflöst, aber beim Erkalten wieder ausscheidet. 


Versuchsreihe 4. 
Wiederholte Acetonfällung, Bestimmung von Phosphor, Schwefel, 
Asche, Fettsäure und Milchsäure im Ätherextrakte. 
Aus 200g H.Fl.P. wurden durch Alkoholextraktion, wie 
sonst, Ätherextrakt dargestellt, welches mit absolutem Äther in 
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Literkolben aufgefüllt, und daraus mehrere Proben von je 25 ccm, 
50 ccm und 100 ccm durch besondere Vorrichtung abpipettiert 
wurden. 

Das Mittel von drei Trockenbestimmungen betrug 0,3325 g 
Ätherextrakt für 25 ccm = 6,65%, des Fleischpulvers. 

Der Stickstoffgehalt des Extraktes wurde im Mittel von zwei 
Bestimmungen zu 4,68%, festgestellt. 


Acetonfällung und Phosphorbestimmung. 

Drei Phosphorbestimmungen in 0,665 g Ätherextrakt nach 
Molybdänsäuremethode betrugen im Mittel 0,0197 g Ме,Р,О, 
= 0,1429 р Distearyllecithin = 21,52%, des Extraktes. 

1,330 g Ätherextrakt wurden in 10 ccm Äther aufgelöst, mit 
150 ccm Aceton versetzt, über Nacht stehen gelassen, das Aceton 
abgegossen und der Rückstand mit Aceton ausgewaschen. Die 
Acetonlösung wurde verdunstet, nochmals mit Aceton übergossen 
und stehen gelassen. Der Gesamtniederschlag der Acetonfällung 
wurde in Äther aufgelöst. Hierbei blieb eine harzige Masse un- 
gelöst zurück, welche 0,0966 g wog und einen Stickstoffgehalt von 
9,01% hatte. Die durch Asbest abfiltrierte ätherische Lösung 
wurde verdunstet und bei 50°C bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. Der Rückstand betrug 0,1712 g = 12,9%, des Gesamt- 
ätherextraktes (1,330 g). Dieser Niederschlag wurde mit Salpeter- 
mischung verascht und nach der Molybdänsäuremethode auf 
ihren Phosphorgehalt untersucht. Es ergab sich 0,0162 g Mg,P,O, 
= 0,1160 g Lecithin = 67,8%, des Acetonniederschlages, ent- 
sprechend 8,72%, des Gesamtätherextraktes (1,33 g). 

Die Acetonfiltrate wurden vereinigt, verdunstet und bis zum 
konstanten Gewichte getrocknet. Der Rückstand wog 1,0622 g. 
Als derselbe in Aether absol. aufgelöst wurde, blieb wiederum ein 
Teil ungelöst zurück, welcher 0,106 g betrug und einen Stickstoff- 
gehalt von 13,7%, hatte. Die ätherische Lösung wurde in einem 
Meßkolben von 100 ccm aufgefüllt. Hiervon wurden 50 ccm ab- 
pipettiert, der Rest ausgespült und in beiden je eine Phosphor- 
und Stickstoffbestimmung ausgeführt. 

0,4781 р Trockensubstanz in 50 ccm gab 0,0076 р Мр,Р,О, 
= 0,0545 g Lecithin = 0,109 р in 100 ccm Ätherlösung. Das macht 
8,2%, des Gesamtätherextraktes (1,33 р). Demnach beträgt die 
Gesamtmenge des Lecithins jetzt 16,9%, ist also nur etwa 4,62%, 


Quantitative Bestimmung von Fett und unverseifbaren Substanzen usw. 245 


geringer, als die nach der vorhergehenden Phosphorbestimmung. 
Dieser Verlust ist wohl darauf zurückzuführen, daß ein Teil des 
Lecithins in den ätherunlöslich gewordenen Rückständen zurück- 
gehalten worden ist. Diese Untersuchung hat uns wiederum Be- 
weise dafür geliefert, daß dem Aceton die Eigenschaft nicht zu- 
kommt, Lecithin im Ätherextrakte völlig auszufällen. Von der 
Gesamtlecithinmenge wurde hier nur etwa die Hälfte darch Aceton 
gefällt, die andere Hälfte blieb im Acetonfiltrat aufgelöst. Außer- 
dem bestanden von dem Acetonniederschlage nur 67,8% in Leci- 
thin. Der Stickstoff in 50 ccm Acetonfiltrat betrug 0,015g= 3,1%, 
der Trockensubstanz. 


Schwefelbestimmung im Atherextrakte. 

Eine Probe von 0,665 р Ätherextrakt wurde auf bekannte 
Weise mit Salpetermischung (S frei!) verbrannt, durch Eindampfen 
der wässerigen Lösung mit konzentrierter Salzsäure von salpetriger 
Säure befreit und schließlich in Bariumsulfat übergeführt. Um 
Fehlerquellen auszuschließen, wurden bei der Operation anstatt 
Gasflammen ausschließlich Spiritusflammen benutzt. 


Das Bariumsulfat wog = 0,0092 g 
= 0,00126 g S (= BaSO, x 0,1373) 
= 0,19% Schwefel. 

Eine zweite Probe von 0,3325 р Extrakt gab 0,0046 р BaSO, 
= 0,19% Schwefel; 


also eine genaue Übereinstimmung der beiden Bestimmungen. 


Aschengehalt des Atherextraktes. 

Eine Probe von 0,665 g Extrakt wurde zuerst mit ganz kleiner 
Flamme so weit verkohlt, bis das Empireuma verschwand. Die 
Kohle wurde mit heißem Wasser ausgezogen, getrocknet und dann 
vollständig verascht. Hierin wurde das Filtrat und Waschwasser 
hineingebracht, verdunstet, schwach geglüht usw. 

Die Asche wog 0,0136 g = 2,05%, des Extraktes. 

Dieselbe wurde in Salpetersäure aufgelöst und weiter nach 
der Molybdänsäuremethode in Mg,P,O, übergeführt. Es ergab 
sich 0,0128 g Mg,P,O, = 0,0036 g Phosphor. 

Demnach beträgt der Phosphorgehalt 0,537%, des Äther- 
extraktes = 26,15%, der Asche. 
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Berechnet man aus dem Phosphorgehalte der Asche die ent- 
sprechende Lecithinmenge, so beträgt dieselbe 13,96%, des Äther- 
extraktes. Die Asche reagierte sauer, zeigte deutliche Flammen- 
reaktion für Kalium und Natrium. Nicht nachweisbar waren 
dagegen Chlor, Schwefelsäure und Calcium. Demnach scheint 
es wahrscheinlich, daß ein Teil Phosphor resp. Phosphorsäure 
wegen Alkalimangel bei der Veraschung entwichen ist, worauf 
auch das Minus der berechneten Lecithinmenge wohl zurück- 
zuführen ist. 

Eine zweite Aschenbestimmung ergab in 0,3342 g Äther- 
extrakt 0,007 g = 2,0950, also eine gute Übereinstimmung. Mit 
dieser zweiten Probe wurden die obigen Reaktionen angestellt. 


Verseifung des Ätherextraktes und Untersuchung der Fettsäuren. 


Eine Probe von 0,3325 g Ätherextrakt wurde mit alkoholischer 
Lauge verseift und Alkohol verdunstet. Die wässerige Seifenlösung 
wurde im Scheidetrichter nach der Zerlegung mittels Schwefel- 
säure mit Äther geschüttelt. Der Äther wurde verdunstet und 
der Rückstand noch einmal mit Äther gereinigt. Die Menge der 
Fettsäuren betrug 0,1962 g. Als dieselben in Äther aufgelöst und 
viermal mit geringer Menge Wasser geschüttelt und wieder ge- 
trocknet wurden, reduzierte sich die Menge derselben auf 0,1894 g, 
entsprechend 56,96%, des Ätherextraktes. 

Eine zweite Probe von 0,3325 g Ätherextrakt wurde nach der 
Verseifung im Flüssigkeitsextraktor bei saurer Reaktion mit Äther 
extrahiert. Das gereinigte Ätherextrakt wog jetzt 0,2118 р. Durch 
viermalige Schüttelung desselben mit Wasser reduzierte sich die 
Menge der Fettsäuren auf 0,1950 g, entsprechend 58,64%, des 
Ätherextraktes. 

Die so gereinigten Fettsäuren enthielten noch Stickstoff. 

Beide Proben wurden im Kjeldahlschen Kolben mit ganz 
besonderer Vorsicht verbrannt. 

Probe 1: 0,1894 g Fettsäure enthielt 0,00063 g = 0,333% 
Stickstoff. 

Probe 2: 0,1950 g Fettsäure enthielt 0,00084 g = 0,43% Stick- 
stoff. 

Der Stickstoffgehalt der Fettsäure betrug also im Mittel 
0,38%. 
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Dieser Befund war in der Tat gegen unsere Erwartung. Über 
die Reinigung der Fettsäuren folgen erst später eingehendere Be- 
sprechungen. 


Bestimmung der Milchsäure. 

5. Eine Probe von 1,3368 g Ätherextrakt wurde mit 200 ccm 
Wasser auf dem Wasserbade erwärmt. Zu der gleichmäßigen 
emulsionsartigen Mischung wurden 50 ccm gesättigten Baryt- 
wassers zugesetzt und weiter erwärmt. Alsdann wurde in die 
Mischung so lange Kohlensäuregas geleitet, bis der Baryt aus- 
gefällt worden ist. Nach kurzem Aufkochen wurde der Baryt- 
niederschlag, welcher Fettkörper mitgerissen hat, abfiltriert und 
ausgewaschen. Beim Eindampfen des klaren, schwach gelb gefärb- 
ten Filtrates schied sich in geringer Menge eine körnige Masse aus, 
welche mikroskopisch aus Krystalldrusen bestand, aber wegen ihrer 
geringen Menge nicht weiter untersucht wurde. Die von dieser Aus- 
scheidung getrennte Flüssigkeit wurde im Scheidetrichter mit 
Phosphorsäure stark angesäuert und siebenmal mit Äther aus- 
geschüttelt. Der Äther wurde verdunstet und der Rückstand noch- 
mals mit Äther aufgenommen, derselbe verdunstet und dann in 
heißem Wasser aufgelöst. Hierbei blieb eine geringe Menge har- 
ziger Masse zurück. Schließlich wurde die wässerige Lösung mit 
frisch gefälltem Zinkcarbonat gekocht, abfiltriert, auf ein geringes 
Volumen verdunstet, mit etwas Alkohol versetzt und zur Ausschei- 
dung des Zinklactates stehen gelassen. Das ausgeschiedene Lactat 
wurde bei 50° С und im Vakuumexsiccator mit Chlorcalcium bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. Das Zinksalz wog 0,0482 g. 
Als Paramilchsäure berechnet, entspricht dasselbe 0,0357 g 
= 2,67%, des Ätherextraktes. Das Salz schloß noch geringe Menge 
bräunlicher Beimengung ein. Daher wurde eine weitere Identi- 
fizierung unterlassen. 


Versuchsreihe 5 (Anhang). 
Untersuchung des in Ather unlöslichen Alkoholextruktes. 

Es war interessant zu wissen, welche Zusammensetzung der 
in Äther unlösliche Rückstand des Alkoholextraktes vom Fleisch- 
pulver hat. Vor allem war es wichtig festzustellen, ob derselbe mög- 
licherweise noch Körper von Fettnatur einschließe. Zu dem Zwecke 
benutzten wir den flockigen Bodensatz, welcher entstand, als wir 
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das Alkoholextrakt von 100g H.Fl.P. mit Äther behandelten. 
Derselbe wurde in Wasser aufgelöst und in einem Meßkolben von 
100 eem Rauminhalt aufgefüllt. Hiermit wurden folgende Unter- 
suchungen ausgeführt. 


Trockenbestimmung. 
"ТЬ 5,0 cem der wässerigen Lösung wurden nach dem Eindampfen 
bei 115° С bis zum konstanten Gewicht getrocknet. Der Rück- 
stand wog 0,0930 g. Derselbe hinterließ nach dem Veraschen 
0,0264 g Asche. Demnach sind in 100 ccm resp. in 100 g Fleisch- 
pulver enthalten: 


1,86 р Trockensubstanz mit 0,528 g Asche. 


Verseifung. 

25 ccm der wässerigen Lösung wurden eingedampft und mit 
alkoholischer Lauge verseift. Der Alkohol wurde verdunstet, in 
Wasser aufgelöst, im Scheidetrichter bei saurer Reaktion mit Äther 
geschüttelt, derselbe mit Wasser ausgewaschen, verdunstet und 
nochmals mit Äther gereinigt. Der Rückstand wog 0,0066 g. 
Demnach sind in 100 ccm enthalten: И 

0,0264 g Fettsäure, entsprechend 0,0264 0, des Fleischpulvers. 

Da es sich um eine wässerige Lösung handelte, ist es klar, 
daß die Fettsäure als Alkaliseife vorhanden und daher der Äther- 
extraktion entgangen war. 


Stickstoffbestimmung. 
10 ccm der wässerigen Lösung kjeldahlisiert, ergaben 0,021 g 
Stickstoff. Demnach ist in 100 сет 0,21 р Stickstoff enthalten. 
Die Trockensubstanz der Ätherfällung enthielt demnach 
11,14%, Stickstoff. 
Wird der Stickstoff als Kreatin berechnet, so beträgt dasselbe 
39,55%, der Trockensubstanz, 
als Harnstoff berechnet, 
23,9%, der Trockensubstanz. 


Phosphorbestimmung. 
20,0 ccm der wässerigen Lösung wurde nach der Molybdänsäure- 
methode auf Phosphorgehalt untersucht. Es ergab sich 0,0066 g 
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Me, PO. = 0,00184 g Phosphor, entsprechend 0,033 Me PO. 
= 0,0092 g Phosphor in 100 ccm. 

Demnach beträgt der Phosphorgehalt als Monokaliumphos- 
phat 2,172% der Trockensubstanz und 7,652%, der Asche. 

Bei dieser Untersuchung war uns der Befund ganz besonders 
wichtig, daß die Gegenwart hoher Fettsäuren in der Ätherfällung 
des Alkoholextraktes in Form von Alkaliseife, wenn auch in sehr 
geringer Menge, von uns festgestellt worden war. 

Um uns über die Menge derselben für anderes Material zu 
orientieren, haben wir im folgenden einige Bestimmungen an 
Pferdefleischpulver ausgeführt. 

Је 3,0g Pferdefleischpulver wurden im Heißextraktor mit Alko- 
hol absol. 5 Stunden extrahiert. Der Alkohol wurde bis zu einigen 
Kubikzentimetern eingeengt, mit etwa 100 ccm Aether abs. über- 
gossen und über Nacht stehen gelassen. Der Äther wurde durch 
Asbest abfiltriert und gut ausgewaschen. Der feine Niederschlag, 
welcher zum großen Teil am Boden des Glases festklebte, zum Teil 
aber im Filter zurückgehalten wurde, wurde mit heißem Wasser 
aufgenommen. Wie üblich, wurde die freigemachte Fettsäure mit 
Äther aufgenommen, derselbe verdunstet und nochmals mit Äther 


gereinigt. 
Die Resultate sind: 
. Probel .......... 0,0041 g 
ИИС We re es 0,0065 
ж Ab: 0,0042 
Е ЕТК 0,0052 
Mittel .@.@..@..@....... 0,0050 g 


Die Menge der hohen Fettsäuren, welche in der Ätherfällung 
des Alkoholextraktes in Form von Alkaliseife enthalten war, be- 
trägt demnach 0,167% des angewandten Pferdefleischpulvers. 
Der Gehalt der Seife in diesem Pferdefleisch war somit viel höher, 
als in H.FI.P. 


Schlußwort zu dem Kapitel П. 


Das Ätherextrakt, welches aus dem Alkoholextrakte des 
Organpulvers dargestellt wird, stellt ein buntes Gemenge von ver- 
schiedenen Verbindungen dar, welche der Qualität nach zum 
größeren Teil mit den Fettsubstanzen keinen Zusammenhang haben. 

17* 
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Was von den Bestandteilen des Ätherextraktes für das Fett 
charakteristisch ist, das sind nur ‚hohe, d.h. nicht flüchtige, 
wasserunlösliche Fettsäuren‘. Dieselben betragen für das von 
uns untersuchte H.Fl.P. im Maximum etwa 60%, seines Alkohol- 
Ätherextraktes. Da die Menge derselben im Ätherextrakte sich 
leicht und genau feststellen läßt, während sich sonst alle Fett- 
arten!), wie Neutralfett, Lecithin, Jecorin, Protagon usw., in dem- 
selben zurzeit unmöglich als solche quantitativ voneinander tren- 
nen lassen, so hat man für die Fettbestimmung tierischen 
Materials auf die hohen Fettsäuren das Hauptgewicht zu legen. 


Kapitel Ш. 


Aufsuchung und Bestimmung des Restfettes in dem mit Alkohol 
extrahierten Fleischrückstande. 


Nachdem uns die Natur der Alkohol-Ätherextrakte des 
Fleischpulvers einigermaßen klar geworden ist, bleibt noch 
eine wichtige Frage unberührt. Wie wir eingans betont haben, 
konnten viele Autoren, wie Rosenfeld, Glikın usw., aus dem 
mit Alkohol extrahierten Fleischrückstande durch die nachträg- 
liche Aufschließung desselben mittels peptischer Verdauung noch 
eine gewisse Fettmenge herausholen. Es steht demnach fest, daß 
noch ein unbekannter Teil des Fettes trotz eingehender Extrak- 
tion des Fleischpulvers mit Alkohol in demselben hartnäckig fest- 
gehalten wird. Für eine exakte Fettbestimmung muß selbstver- 
ständlich auch dieser Teil des Fettes genau festgestellt werden. 

Da die Verdauungsmethode von Dormeyer sehr umständ- 
lich und zeitraubend ist, so beabsichtigten wir, ein anderes 
Verfahren auszuarbeiten, welches uns gestattet, das Restfett auf 
viel einfacherem Wege aus dem Fleischrückstande herauszuziehen. 


Versuchsreihe 1. 
Säure- Alkali- Alkoholmethode. 


Es schien uns im ersten Augenblicke fast unmöglich, an ein 
planmäßiges Verfahren zu denken, weil die Natur des Restfettes 
ebenfalls ganz unbekannt ist, namentlich hinsichtlich der Form, in 


1) Alle Verbindungen, welche im Moleküle Fettsäure-Radikale ent- 
halten, bezeichnen wir der Kürze halber auch in allen folgenden Betrach- 
tungen als Fettarten. 
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der sich die Fettsäuren gebunden vorfinden. Daher blieb uns 
kein anderer Weg übrig, als nach verschiedenen Richtungen hin 
blinde Versuche anzustellen. Wir konnten indessen nach den bis- 
herigen Erfahrungen den durch seine große Extraktionsenergie 
ausgezeichneten Alkohol verlassen. Daher haben wir zunächst 
versucht, durch wiederholtes Auskochen des Fleischrückstandes 
mit Alkohol, welchem Säure oder Alkali zugesetzt ist, das Restfett 
vollständig herauszuziehen. Alsdann haben wir versucht, dadurch 
unser Ziel zu erreichen, daß wir den Fleischrückstand mit Säure 
oder Alkali vorbehandelten und darauf Alkoholextraktionen folgen 
ließen. Um jedoch den Leser nicht mit unnötigen Zahlen zu be- 
lästigen, führen wir im folgenden nur einige dieser Versuche an. 

Pferdefleischpulver wurde zunächst mit absolutem Alkohol 
so lange extrahiert, bis der letztere kein Ätherextrakt mehr heraus- 
zieht. Je 3,0 dieses Pulvers wurden zunächst mit 100 ccm Alkohol 
absol., welchem so viel Salzsäure von 36%, zugesetzt ist, daß der 
Säuregehalt des Alkohols 2—5% wird, zweimal je eine Stunde 
zerkocht. Das heiße Filtrat wurde zum großen Teil neutralisiert, 
eingedampft, mit Wasser aufgenommen und bei saurer Reaktion 
mit Äther extrahiert (Säure-Alkoholextraktion). Alsdann wurde 
der Rückstand mit 100 ccm absoluten Alkohols, dem konzentrierte 
Kalilauge bis 2—5% zugesetzt ist, eine Stunde zerkocht. Dabei 
ging das Pulver zum großen Teil in Lösung über. Die Mischung 
wurde mit konzentrierter Salzsäure schwach sauer gemacht und 
heiß abfiltriert. Das Filtrat wurde bei schwach alkalischer Reak-' 
tion eingedampft und nach der nochmaligen Ansäuerung mit 
Äther ausgeschüttelt (Alkali-Alkoholextraktion). Beide Extrakte 
wurden alsdann mit Aether abs. gereinigt. 

Die Resultate sind: | 


Nummer der | Säure-Alkohol- | Alkali-Alkohol- | Sg 
Versuche Extrakte Extrakte 
1 | onge | 000166 | 0,0063 в 
2 | 0,0074 00046 00120 
3 | 0,0016 0,0097 0,0103 
4 | 00085 00041 | 00126 


5 0,0068 ' 0,0046 0,0114 
Mittel | 0.0070 g | 9,0035р | 00105 g 
Die Zahlen der einzelnen Fraktionen sowie die Summen дег- 

selben stimmen nicht gut überein. Außerdem ist der Gang der 


252. М. Kumagawa und К. Suto: 


Operation ziemlich umständlich und mit Unbequemlichkeiten ver- 
bunden. Dies ist besonders bei der Alkalikochung der Fall, weil 
die gebildete Albumose auch bei saurer Reaktion zum Teil in das 
Filtrat übergeht und bei der Extraktion mit Äther häufig zu einer 
störenden Emulsionsbildung Veranlassung gibt. Daher haben wir 
das Verfahren folgendermaßen modifiziert. 

Eine Probe von 3,0 g Fleischrückstand wurde mit 0,3 g wasser- 
freien Natriumcarbonates gut gemischt, dann unter Zusatz ge- 
ringer Menge Wasser auf dem kochenden Wasserbade umgerührt, 
wobei das Pulver gleichmäßig aufquoll. Nach vollständigem 
Trocknen und genügender Pulverisation wurde die Substanz im 
Heißextraktor mit Alkohol zwei Stunden extrahiert. Hieraus 
wurde auf bekannte Weise das Ätherextrakt hergestellt (Alkali- 
behandlung 1). Das Pulver wurde noch einmal genau ebenso, 
wie oben, mit Natriumcarbonat behandelt (Alkalibehandlung 2), 
Alsdann wurde das Pulver mit salzsaurem Alkohol von 1%, über- 
gossen, bei 50°C über Nacht digeriert und erst dann im Heiß- 
extraktor 3 Stunden mit Alkohol extrahiert. Hieraus wurde das 
Ätherextrakt hergestellt (Säurebehandlung 1). 

Die Menge des Ätherextraktes betrug in: 


Alkalibehandlung 1..... 0,0023 g 
Alkalibehandlung 2 . . . .. 0,0020 
Säurebehandlung 1 . . ... 0,0060 
Summa .......... 0,0103 g 


Eine zweite Probe von 3,0 g Fleischrückstand wurde genau 
ebenso, aber in umgekehrter Reihenfolge mit Salzsäure und 
Natriumcarbonat abwechselnd viermal hintereinander behandelt. 
Das gereinigte Ätherextrakt betrug in: 


Säurekochung 1 . ..... 0,0075 g 
Alkalikochung 1 ...... 0,0024 
Säurekochung 2 . ..... 0,0018 
Alkalikochung 2 . . .... 0,0007 
Summa ... 2222200. 0,0124 g 


Das Verfahren ist, wie ersichtlich, äußerst umständlich. 

Eine dritte Probe von ebenfalls 3,0 g Fleischrückstand wurde 
mit 25 ccm wässeriger Normalnatronlauge eine halbe Stunde im 
Wasserbade zerkocht, dann im Scheidetrichter mit starker Salz- 
säure angesäuert und zweimal mit Äther geschüttelt. 
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Das gereinigte Ätherextrakt wog 0,0138 g. 

Eine vierte Probe von 3,0 g Fleischrückstand wurde zuerst 
genau wie vorher mit Salzsäure, dann mit Natriumcarbonat je 
einmal behandelt und darauf erst die Verseifungsmethode an- 


geschlossen. 

Das gereinigte Ätherextrakt betrug in: 
Säurebehandlung . . . . . . 0,0070 g 
Alkalibehandlung . . . . . . 0,0004 
Verseifung . . . . 2.2... 0,0066 
Summa .......... 0,0140 g 


Hiernach sind wir glücklich zu dem einen Wendepunkt gelangt. 
Während die Probe 2 durch ein sehr umständliches Verfahren, be- 
stehend in abwechselnder Säure- und Alkalibehandlung viermal 
hintereinander, im ganzen nur 0,0124 g Ätherextrakt ergab, hat 
die einfache Verseifungsmethode bei dem Versuche 3 mit einem 
Schlage 0,0138 g Fettsäure ergeben. Bei der Probe 4, nachdem 
die vorangegangene Behandlung mit Säure und Alkali im ganzen 
0,0074 g Ätherextrakt geliefert hatte, fügte die darauffolgende 
Verseifung einen Zuschuß von 0,0066 g Fettsäure = 47%, noch 
hinzu. Hiernach ist es schon mit Sicherheit erwiesen, daß die 
Verseifungsmethode einen großen Vorzug vor dem Säure-Alkali- 
verfahren hat. Daher haben wir im folgenden die Verseifungs- 
methode in eingehender Weise berücksichtigt. 


Versuchsreihe 2. 
Verseifung des Fleischrückstandes. 


In diesen Versuchen wurde für jede Probe derjenige Fleisch- 
rückstand von je 5,0 g Н.Е].Р. benutzt, welcher bei den im ersten 
Kapitel beschriebenen Versuchen im Heißextraktor mit Alkohol 
allein oder mit Alkohol und anderen Mitteln kombiniert extra- 
hiert worden ist. Die Verseifung selber wurde auf folgende Weise 
ausgeführt. 

Der Fleischrückstand wurde mit 25ccm Normalnatronlauge 
eine halbe Stunde auf dem Wasserbade gekocht, durch gehärtetes 
Filterpapier heiß abfiltriert und mit wenig heißem Wasser aus- 
gewaschen. Das Filtrat wurde im Scheidetrichter mit konzen- 
trierter Salzsäure überneutralisiert und mit etwa 50 ccm Äther 
geschüttelt. Hierbei entstand eine reichliche flockige Ausschei- 
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dung. Um die Mutterlauge hyperosmotisch zu machen, wurde 
die Mischung unter Zusatz von 20 ccm gesättigter Kochsalzlösung 
nochmals geschüttelt. Hierdurch erfolgte nach kurzer Zeit eine 
glatte Trennung, indem der stark zusammengezogene Niederschlag 
eine mittlere dünne Schicht bildet. Der von der ätherischen und 
wässerigen Schicht getrennte Niederschlag wurde durch einige 
Kubikzentimeter Normallauge aufgelöst und bei alkalischer Re- 
aktion mit neuem Äther geschüttelt. Hierauf wurde die Lösung 
nach Säure- und Salzzusatz nochmals geschüttelt. Der vereinigte 
Äther wurde mit Wasser ausgewaschen, verdunstet und nochmals 
mit Äther absol. gereinigt. | 
Die Resultate sind wie folgt: 


Nummer der Versuche Fettsäure für je eine Probe 
1.......... 0,0150 р 
К ee et 0,0190 
Че даш ee ук Y 0,0230 
4 0,0100 
ИСС 0,0184 
о н ж 0,0092 
J А ой. еу 0,0094 
апос 0,00% 
ЕТЕТ" 0,0086 
Summa. . ...... 0,1218 р 
Mittel ........ 0,0139 


Die große Schwankung der einzelnen Proben in der Extrakt- 
menge rührt offenbar davon her, daß die benutzten Fleischrück- 
stände durch verschiedene Extraktionsmittel verschieden stark 
vorbehandelt worden waren, wie im ersten Kapitel genau апрс- 
geben. Ein kleiner Teil der Fettsäuren resp. des noch ungespal- 
tenen Fettrestes kann wohl im Filterpapier zurückgehalten sein. 
Um diesen Teil festzustellen, wurden 8 Stücke der oben benutzten 
Filterpapiere mit heißem Wasser ausgewaschen und bei 100° C 
getrocknet. Alsdann wurden dieselben zusammen im Heiß- 
extraktor 3 Stunden mit Alkohol absol. extrahiert. Das hieraus 
dargestellte gereinigte Ätherextrakt wog 0,0058 g. Dasselbe bildet 
mit Sodawasser eine deutliche Emulsion, aber beim Erkalten keine 
Seifengallerte.. Demnach ist dasselbe als Neutralfett anzusehen. 
Der flockige Niederschlag, welcher bei der Aufnahme des Alkohol 


Quantitative Bestimmung von Fett und unverseifbaren Substanzen usw. 255 


extraktes mit Äther entstand, wurde mit Wasser aufgenommen 
und bei saurer Reaktion mit Äther ausgeschüttelt. Das gereinigte 
Ätherextrakt wog 0,0034 р. Dasselbe löste sich im Sodawasser 
beim Erwärmen klar auf, erstarrte aber beim Erkalten zu einer 
Gallerte. Demnach ist das Extrakt als Fettsäure erwiesen. Die 
Menge von Neutralfett und Fettsäure zusammen beträgt 0,0092 g 
für 8 Proben. 


Versuchsreihe 3. 


Wiederholte Prüfung der Verseifungsmethode. 


Um die Brauchbarkeit der Verseifungsmethode bei gleich- 
mäßig vorbehandelten Fleischrückständen zu prüfen, haben wir 
100 g H PLP im Heißextraktor 5 Stunden mit absolutem Alkohol- 
extrahiert. Das Pulver wurde nach dem Verdunsten des Alkohols 
auf dem Wasserbade bei 100° С getrocknet und dann 24 Stunden 
an der Luft stehen gelassen. Dasselbe wog in toto 95 р. 

Von diesem Fleischrückstande wurden 4,75g=5,0g ur- 
sprünglichen Fleischpulvers für die einzelnen Proben benutzt. 
In der folgenden Untersuchung haben wir zu dem oben beschrie- 
benen Verfahren in einigen Punkten kleine Modifikation eingeführt. 
Um die Spaltung des Fettes zu vervollständigen und die Verluste 
möglichst zu vermeiden, haben wir die Verseifungsdauer auf 
2 Stunden verlängert und die hierdurch erzielte Lösung ohne 
Filtration direkt in den Scheidetrichter hineingebracht. Außer- 
dem wurde die abgegossene wässerige Lösung bei der ersten 
Schüttelung zuletzt für sich noch einmal mit Äther ausgeschüttelt 
und dieser mit der Hauptmasse zusammen gereinigt. 

Die Resultate sind: 


Probe 1. . . .. . .... 0,0176 g 
eu ne 0,0167 
ыз — 0,0179 
SÉ EEE 0,0178 


Mittel... — 0,0175 g 


Da die einzelnen Analysen sehr gut übereinstimmen, so haben 
wir von weiteren Bestimmungen als überflüssig Abstand genommen. 

Demnach ist die Brauchbarkeit der Verseifungsmethode ganz 
außer Zweifel gestellt. 
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Versuchsreihe 4. 


Ein Vergleich der Verseifungsmethode mit der Verdauungs- 
methode. 

Es war nun interessant, das oben gewonnene Resultat mit 
demjenigen der Verdauungsmethode von Dormeyer zu ver- 
gleichen. 

Zu diesem Zwecke haben wir von demselben Fleischrück- 
stande von H PLP 3 Proben von je 4,75 р = 5,0 р ursprünglichen 
Pulvers mit 100 ccm Salzsäure von 0,5% und 0,2 g Pepsin Grübler 
versetzt und bei 40° С verdaut. Bei der ersten Probe wurde die 
Verdauung nach 2x 24 Stunden unterbrochen. Die Filtration 
war hier sehr schwierig. Daher haben wir bei zwei anderen Proben 
die Verdauung 5 х 24 Stunden fortgesetzt. Filter mitsamt Nieder- 
schlag wurde nach dem Trocknen 24 Stunden im Soxhletschen 
Apparate mit Äther extrahiert. Der Äther wurde verdunstet und 
nochmals mit Äther gereinigt. Das Filtrat und Waschwasser 
wurde im Flüssigkeitsextraktor 24 Stunden mit Äther extrahiert. 
Der Äther wurde mit Wasser geschüttelt, verdunstet und noch- 
mals mit Äther gereinigt. 

Die Resultate sind: 




















Nummer der Ätherextrakt des | | Ätherextrakt des D e 
Versuche Filtrationsrückstandes | Verdauungsfiltrates | —— 
1 0,0059 g 0,0010 g 0,0069 g 
2 0,0037 0,0011 0,0048 
3 0,0014 0,0008 | 20,0029 
Mittel 0,0036 g 0,0010 g | 0,0046 


Demnach hat sich ergeben, daß das Resultat der Verdau- 
ungsmethode im Vergleiche mit demjenigen der Verseifungs- 
methode bei weitem nachsteht. Warum die Verdauungsmethode 
so ungenügendes Resultat ergeben hat, wird erst aus den späteren 
Untersuchungen aufgeklärt. Nur sei hier so viel bemerkt, daß 
die Menge des Filtratätherextraktes hier deshalb so gering ist, weil 
die ätherische Lösung mit Wasser geschüttelt worden ist. 


Schlußwort zu dem Kapitel ПІ. 


Die Menge des Restfettes läßt sich am einfachsten und zweck- 
mäßigsten durch die Verseifungsmethode ermitteln. Was man 
hier bestimmt, das sind ebenfalls nur hohe Fettsäuren. 
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Kapitel IV. 
Direkte Verseifung des Fleischpulvers, welche gleichsam unsere 
eigene Methode darstellt. 
Reinigung der Fettsäuren. Auswahl der Konzentration der 


zur Verseifung anzuwendenden Natronlauge. Ein Vergleich 
der Verseifungsmethode mit der Verdauungsmethode. 


Versuchsreihe 1. 
Direkte Verseifung des Fleischpulvers. 

Der glänzende Erfolg der Verseifungsmethode zur quantita- 
tiven Bestimmung des Restfettes im Fleischrückstande veranlaßte 
uns zu prüfen, ob dieselbe überhaupt auf die Gesamtfettbestim- 
mung des Fleischpulvers direkt übertragen ließe. Wie wir gleich 
sehen werden, wurde diese Erwartung in vollem Umfange be- 
stätigt. 

Је 5,0 g Н.Е].Р. wurden ohne irgend eine Vorbehandlung ge- 
nau auf die oben beschriebene Weise verseift. 

Als Resultate ergaben sich: 


Probe 1..... 0,2033 g Fettsäuren 
РТР Е 0,2000 Ў 
ЕЕ 0,2025 т 
„ 4... .. 0,1925 к 
жы Den за деа 0,2014 э 
— са 0,2044 9% „ 

E 0,4055] e, 

Summa ..... 1,4096 g 

Mittel . . . ... 0,2014 Fettsäuren. 


Die Ausführung der Operation ist, wie erwähnt, äußerst ein- 
fach und zeitsparend. Trotzdem sind die Resultate sehr gut über- 
einstimmend. 

Nach den bisherigen Untersuchungen haben wir gesehen, daß 
wir sowohl im Alkohol-Ätherextrakte, wie in der Ätherfällung des 
Alkoholextraktes, sowie in dem mit Alkohol extrahierten Fleisch- 
rückstande nur ‚hohe Fettsäuren“ genau bestimmen können, 
während die Neutralfette selber ohne Verunreinigungen sich 
schwerlich quantitativ isolieren lassen. Hiernach muß man zur- 
zeit dasjenige Verfahren unzweifelhaft als das rationellste be- 
zeichnen, welches imstande ist, in einer möglichst einfachen 
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Operation sämtliche Fettsäuren in reiner Form genau quantitativ 
vom Organpulver zu isolieren. Als solches Verfahren muß in 
der Tat unsere direkte Verseifungsmethode angesehen werden. 
Im Laufe der Untersuchungen wurde dieselbe in allen einzelnen 
Phasen zweckentsprechend vervollständigt. Wir bestimmen mittels 
unseres Verfahrens die hohen Fettsäuren im Fleisch insgesamt, 
ohne Rücksicht darauf, in welcher Form dieselben in ihm ent- 
halten seien. In die prinzipielle Frage, inwiefern dieses Verfahren 
zur quantitativen Bestimmung des Fettes in tierischem Material 
seine Begründung findet, darauf wollen wir erst später genauer ein- 
gehen. Hier müssen wir zunächst einen wichtigen Punkt berück- 
sichtigen. Das ist nämlich die Frage, ob die mittels direkter Ver- 
seifungsmethode dargestellten Fettsäuren chemisch als genügend 
rein betrachtet werden dürfen. 


Versuchsreihe 2. 


Reinigung der Fettsäuren. 

Bis jetzt haben wir zur Reinigung der Ätherextrakte oder 
Fettsäuren ausschließlich absoluten Äther benutzt. Handelte es 
sich um die Fettsäuren, so haben wir ihre ätherische Lösung mit 
Wasser bis zur neutralen Reaktion des letzteren gewaschen, den 
Äther verdunstet und der Rückstand nochmals mit Äther gereinigt. 
Wir haben indessen früher gesehen, daß die aus dem Alkohol- 
Ätherextrakte dargestellten gereinigten Fettsäuren noch 0,38%, 
Stickstoff enthielten. Hieraus folgt, daß die durch Äther allein 
gereinigten Fettsäuren noch unrein sind. 

Um die möglichst einfache Methode der Reinigung zu er- 
mitteln, haben wir aus dem Fleischpulver in etwas größerer Menge 
mit Äther gereinigte Fettsäuren dargestellt. Dieselben waren 
bräunlich gefärbt. Eine Probe hiervon enthielt nach Kjeldahl 
0,515% Stickstoff. Mit diesen Fettsäuren haben wir vergeblich 
verschiedene Versuche angestellt. Zunächst versuchten wir die 
Verunreinigungen durch Erhitzen der Fettsäuren mit konzen- 
trierter Schwefelsäure zu zerstören, indem wir Säurekonzentration 
und Kochdauer vielfach variierten. Alsdann haben wir zu gleichem 
Zwecke verdünnter Kaliumpermanganatlösung und ebenfalls ver- 
dünnter Schwefelsäure versucht. Ohne indessen befriedigendes 
Resultat erhalten zu haben, ist das Probematerial ausgegangen. 
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Reinigung der Fettsäuren mit Petroläther. 

Die nach der Verseifung des Fleischpulvers mit Äther auf- 
genommenen Fettsäuren wurden nach dem Verdunsten desselben 
mit Petroläther aufgenommen. Dieser wurde dreimal mit Wasser 
geschüttelt, verdunstet, getrocknet und nochmals mit Petroläther 
gereinigt. 

Drei Bestimmungen an je 5,0 g Н.Е].Р. haben folgende Resul- 
tate ergeben: 


Probe 4-5 4... жою жуз 0,1763 g 
ën Ware er н 0,1778 
В ТОЕ TE TEEN 0,1763 
Mittel; шшш зш we ж-з 0,1768 g 


Bei der Reinigung der Fettsäuren mit Äther haben wir für 
dasselbe Fleischpulver im Mittel 0,2014 g Rohfettsäuren erhalten. 
Demnach: beträgt der Gewichtsverlust bei der Reinigung mit 
Petroläther 0,0246 р = 12,22%. 

Der in Petroläther unlösliche, aber in Äther lösliche Anteil 
des Ätherextraktes wurde nochmals mit Äther gereinigt. Derselbe 
betrug bei der 


Probe le жох в 2.2.2 жаз 0,0222 g 
SEE REES 0,0268 
Mittel: .......... 0,0245 g 


Also eine genaue Übereinstimmung mit der oben berechneten 
Differenz. | 

Die mit Petroläther gereinigten Fettsäuren waren fast farblos, 
jedoch noch nicht chemisch ganz rein, denn die beiden Proben 
ergaben nach Kjeldahl verbrannt übereinstimmend 0,000? g 
—=0,11% Stickstoff, enthielten also allerdings noch eine ganz 
geringe Verunreinigung. 

Bei der Reinigung der Fettsäuren mit Petroläther in oben 
beschriebener Form war uns jedoch der Umstand sehr unangenehm, 
daß beim Schütteln der petrolätherischen Fettsäurelösung mit 
Wasser eine glatte Trennung, wie bei dem der ätherischen Lösung, 
nicht erfolgte, sondern die beiden Schichten sich stets etwas 
trübten, und oft sogar geringe Flocken ausschieden. 

Aus diesem Umstande haben wir noch ein anderes Verfahren 
ausprobiert. Die getrockneten Ätherextrakte wurden auf dem 
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Wasserbade mit einer geringen Menge Wasser gekocht und nach 
dem Erkalten durch entfettetes Papier abfiltriert, ausgewaschen, 
bei 100° С getrocknet und mit Petroläther extrahiert usw. Die 
auf diese Weise gereinigten Fettsäuren wogen: 


Probe:l s-i 22 2.22% 4% 0,1727 g 
J 0,1724 
J re ee 0,1720 
ыу EEN 0,1728 
Bi E E ан EE 0,1730 

Mittel . 2222 220. 0,1726 g 


Mit der vorhergehenden Methode verglichen, war die Aus- 
beute um 0,0042 g = 2,38% geringer. Dieses Verfahren ist noch 
umständlicher, und ein geringer Verlust läßt sich wohl nicht ver- 
meiden. 


Petroläther stellte sich doch als das beste Reinigungsmittel für 
die unreinen Fettsäuren heraus. | 

Nach den obigen nicht befriedigenden Resultaten haben wir 
uns entschlossen, den Unterschied zwischen Äthyläther und Petrol- 
äther in bezug auf ihr Reinigungsvermögen etwas näher zu unter- 
suchen, weil derselbe bis jetzt nicht genügend festgestellt worden 
zu sein scheint. 

Es ist wohl bekannt, daß in der Fettchemie Petroläther viel- 
fach vor Äthyläther vorgezogen wird. Auch bei der Fettbestim- 
mung in tierischem Material ist die reinigende Wirkung des Petrol- 
äthers von vielen Autoren, wie von E. Voit, О. Frank, Le Lie- 
bermann und ganz besonders von W. Glikin hervorgehoben 
worden. Daß zwischen Äthyläther und Petroläther in dieser Hin- 
sicht ein großer Unterschied vorhanden sein muß, läßt sich unter 
anderem schon daraus vermuten, daß der Äthyläther etwa 10%, 
in Wasser löslich und beim Schütteln desselben mit Wasser nach 
kurzer Zeit eine klare Trennung erfolgt, während der Petroläther 
nur in Spuren wasserlöslich ist und beim Schütteln desselben mit 
reinem Wasser eine leichte Trübung eintritt. Fragt man indessen 
nach den weiteren Unterschieden zwischen ihnen, so findet man 
in der Literatur vergeblich eine detaillierte Angabe. Eine be- 
sonders günstige Wirkung des Petroläthers in dieser Hinsicht 
schien uns eine Zeitlang um so mißlicher, da wir gefunden haben, 
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daß das aus dem Alkoholextrakte dargestellte gereinigte Äther- 
extrakt von H.Fl.P. bis auf 2,3%, sich ganz glatt in Petroläther 
auflöste, trotzdem dasselbe über 30%, allerlei Verunreinigungen 
enthielt (siehe Kapitel II). Sollte diese Ohnmächtigkeit des Petrol- 
äthers in bezug auf die Reinigung der ganz unreinen Ätherextrakt- 
gemische auch zu Recht bestehen, so haben wir im Laufe der 
Untersuchungen mit aller Sicherheit festgestellt, daß der große 
Unterschied zwischen Äther und Petroläther nach der direkten 
Verseifung des Fleischpulvers in vollem Umfange zutage tritt. 

Zunächst haben wir in bezug auf das Lösungsvermögen 
zwischen Äther und Petroläther folgende Unterschiede gefunden. 

Milchsäure, Schwefelsäure und Phenolphthalein sind in Petrol- 
äther absolut unlöslich, während die genannten Stoffe bekannt- 
lich in Äther sehr leicht löslich sind. Sehr wichtig ist ferner 
der Umstand, daß die beiden Lösungsmittel gegen die hier in 
Betracht kommenden tierischen Farbstoffe sich ganz anders ver- 
halten. 

Es mag freilich in der Chemie bekannt sein, daß die Milch- 
säure in Petroläther unlöslich ist. Wir konnten indessen diese 
Angabe in der Literatur nicht auffinden. Da dieser Befund für 
die Reinigung der aus tierischem Material dargestellten, mit Äther 
gereinigten Fettsäuren ganz besondere Wichtigkeit hat, so sei 
hier die diesbezügliche Notiz kurz angeführt. 

2ccm reiner Milchsäure Merck wurden in 20 ccm Wasser 
gelöst, in einem kleinen Scheidetrichter mit ca. 30 ccm Petrol- 
äther tüchtig geschüttelt und stehen gelassen. Nach guter Tren- 
nung wurde der Petroläther vorsichtig in tariertes Becherglas um- 
gegossen, verdunstet, getrocknet und gewogen. Gewichtszunahme 
= Null. Eingetauchtes blaues Lackmuspapier zeigte, mit ein 
paar Tropfen Wasser befeuchtet keine Farbenänderung. 

2ccm reiner Milchsäure wurden mit etwa 30 ccm Petroläther 
direkt geschüttelt. Es blieb nichts zurück. Befeuchtetes Lack- 
muspapier zeigte keine Rotfärbung. Dagegen mischte sich Milch- 
säure zu jedem Verhältnis mit Äthyläther vollkommen. 

Der Umstand, daß das Phenolphthalein in Petroläther unlös- 
lich ist, hat in der Fettanalyse ebenfalls praktische Bedeutung. 
Man kommt häufig in die Lage, alkohol-ätherische Fettsäure- 
lösung unter Benutzung von Phenolphthalein als Indicator zu 
titrieren, woraus man dann wiederum Fettsäuren zu isolieren hat. 
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Ohne Hilfe von Petroläther würde man in diesem Falle mit 
Phenolphthalein verunreinigte Fettsäuren erhalten. 


Notiz über die Unlöslichkeit des Phenolphthaleins in Petroläther. 
20 ccm alkoholischer Phenolphthaleinlösung (0,25 g in 500 ccm) 
hinterließen nach dem Verdunsten genau 0,01 g Phenolphthalein. 
Als dieser Rückstand mit Petroläther genügend durchgerührt, 
durch Asbest abfiltriert und derselbe verdunstet wurde, hinter- 
ließ er nichts. Ganz gleiche Behandlung mit Äther ergab jetzt 
genau 0,01 р Phenolphthalein wieder. 
bk Ein eigentümliches Verhalten zeigte Petroläther gegen Lutein 
des Eigelbes. Eigelbemulsion wurde mit Petroläther tüchtig ge- 
schüttelt. Nach dem Verdunsten desselben blieb nichts von dem 
Farbstoffe zurück. Durch gleiche Behandlung hat Äthyläther in 
reichlicher Menge Farbstoff aus der Emulsion aufgenommen. 
Wurde der Farbstoff nach dem Verdunsten des Äthers mit Petrol- 
äther behandelt, so ging derselbe jetzt vollkommen in Petrol- 
äther über. Dieser Befund blieb uns lange Zeit unklar. Erst 
später hat sich aber herausgestellt, daß die Trocknung des Lutein- 
ätherextraktes nicht ausreichend genug war und möglicherweise 
noch Spuren von Äther enthielt, vermöge dessen der Farbstoff 
leicht in Petroläther überging. Diese Beobachtung war uns des- 
halb ganz besonders lehrreich, weil hieraus folgt, daß bei der 
Aufnahme der mit Äther gereinigten Fettsäuren in Petroläther 
eine vorhergehende genügende Trocknung des Ätherextraktes ein 
notwendiges Bedingnis ist, um die Fettsäuren vom verunreinigten 
Farbstoff zu befreien. 

Bei der direkten Verseifung des Fleischpulvers bilden sich 
braune Farbstoffe in reichlicher Menge, welche bei saurer. Reak- 
tion mit Leichtigkeit in Äther übergeben. Daher sind die mit 
Äther gereinigten Fettsäuren stets braun gefärbt. Diese äther- 
löslichen Farbstoffe sind nun in Petroläther unlöslich. Wenn man 
daher mit Äther gereinigte noch gefärbte Fettsäuren nach ge- 
nügender Trocknung bei 50° C mit Petroläther aufnimmt, so be- 
kommt man von Farbstoffen, Milchsäure und noch anderen Ver- 
unreinigungen befreite, nur blaßgelb gefärbte Fettsäuren. Noch 
einfacher kann man dieselben in reiner Form erhalten, wenn man 
die Verseifungsgemische nach der Ansäuerung nicht mit Äther, 
sondern direkt mit Petroläther aufnimmt, wobei jedoch ein ge- 
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ringer Verlust von Fettsäure schwerlich zu vermeiden ist. In 
beiden Fällen kann indessen das Petrolätherextrakt selber oft mit 
Farbstoff verunreinigt sein. Nach wiederholten Untersuchungen 
hierüber hat sich schließlich herausgestellt, daß der petroläther- 
lösliche Farbstoff stets dann entsteht, wenn man die Verseifungs- 
gemische unvorsichtig mit einem zu großen Überschuß konzen- 
trierter Säure versetzt, indem dabei eine bedeutende Temperatur- 
steigerung eintritt. Ist einmal petrolätherlöslicher Farbstoff ent- 
standen, so hat man keine Aussicht mehr, Fettsäuren von den- 
selben zu befreien. Nimmt man bei der Neutralisation etwas 
verdünntere Säure in möglichst geringem Überschuß und ver- 
meidet man womöglich Temperatursteigerung, so entsteht jener 
Farbstoff nicht und man bekommt stets reine Fettsäuren. Es 
ist indes ratsam, sowohl die Seifenlösung wie die Säure nicht 
allzu stark zu verdünnen, weil sonst ein neuer Übelstand eintritt, 
indem sich beim Schütteln der zerlegten Fettsäuren mit Petrol- 
äther eine nicht mehr zu beseitigende Emulsion bildet. Über das 
planmäßige Verfahren der Neutralisation wird später gemein- 
schaftlich mit der Beschreibung der Methode gesprochen. 
Nimmt man nach der direkten Verseifung des Fleischpulvers 
rationell gereinigtes Ätherextrakt mit Petroläther auf, so gehen 
nur reine Fettsäuren in den letzteren über, während allerlei Ver- 
unreinigungen vollständig ungelöst zurückbleiben. Zur Erkennung 
geringster Spur hoher Fettsäuren hat sich die bekannte Eigen- 
schaft der Seifenleimbildung unter anderen als ausgezeichnetes 
Kennzeichen herausgestellt. Selbst in Mengen von ein paar Zehntel 
Milligramm lassen sich hohe Fettsäuren durch die partielle Gela- 
tinierung der Seife in Form von Fäden oder Flocken leicht er- 
kennen, wenn man den Boden des Bechers mit ganz geringer 
Menge verdünnter Natriumcarbonatlösung erwärmt und dann ge- 
nügend abkühlt. Wenn auch diese Eigenschaft reiner Ölsäure 
nicht zukommt, so kommt dieses Merkmal dennoch zur Erken- 
nung tierischer Fettsäuren in vollem Umfange zur Geltung, weil 
dieselben stets mehr oder weniger Palmitin- und Stearinsäure bei- 
gemengt enthalten. Die petrolätherunlöslichen Verunreinigungen 
des Ätherextraktes, welche außer Farbstoffen in Milchsäure und 
anderen unbekannten Substanzen bestehen, lösen sich beim Zu- 
träufeln der Natriumcarbonatlösung unter Kohlensäureentwick- 
lung leicht auf und bleiben bis zur Austrocknung dauernd flüssig. 
Biochemische Zeitschrift Band VIII. 18 
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Daß das planmäßig dargestellte Petrolätherextrakt nach der 
Verseifung aus reinen Fettsäuren besteht, wird übrigens später 
noch durch Elementaranalysen erhärtet. 

Wenn auch überflüssig, haben wir die Prüfung des Lösungs- 
vermögens von Äthyläther und Petroläther auch auf die meisten 
wasserlöslichen und -unlöslichenFett- 
säuren ausgedehnt. Es hat sich, wie 
zu erwarten war, herausgestellt, daß 
alle Fettsäuren mit der allgemeinen 
Formel CnH,nO, sowie Ölsäure eben- 
so leicht in Petroläther wie in Äthyl- 
äther löslich sind. Nur die Arachin- 
säure ist sowohl in Petroläther wie 
in Äthyläther schwer löslich. 

Nach dieser Erkenntnis gestaltet 
sich die Reinigung der Fettsäuren 
nach der direkten Verseifung äußerst 
einfach. Die unangenehme Proze- 
dur, nämlich die Schüttelung der 
petrolätherischen Fettsäurelösung 
mit Wasser, welche früher aus Un- 
kenntnis hauptsächlich Milchsäure 
zu entfernen bezweckte, fällt jetzt 
ganz fort. 


Versuchsreihe 3. 


Auswahl der Konzentration der 
Natronlauge bei der direkten Ver- 
seifung des Fleischpulvers. 


— т Wir haben bis jetzt bei der di- 

Dampfbad für 100° С Ч, n. Gr. rekten Verseifung des Fleischpulvers 
3—4 g desselben mit 25 ccm Normal- 

natronlauge 2 Stunden auf dem Wasserbade zerkocht, indem 
wir das Becherglas mit einer Glasglocke bedeckten, deren Spitze 
in eine enge Röhre mit Öffnung endet (Fig. 4). Hierdurch 
wird die Temperatur innerhalb der Glasglocke überall auf 100° C 
erhöht. Leo v. Liebermann empfiehlt für seine Verseifungs- 
methode 30 ccm 50prozentiger Kalilauge und zerkocht das 
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Fleischpulver (5,0 g) 30 Minuten mit direkter Flamme auf Asbest- 
unterlage. 

Bei der Verseifung mit schwacher Lauge ist die Möglichkeit 
nicht ausgeschlossen, daß einerseits die Auflösung der Eiweiß- 
körper nicht vollständig erfolgt und infolge hiervon ein Teil des 
Fettes in den geringen Eiweißresten zurückgehalten wird, daß 
andererseits die Spaltung der Fettarten unvollständig ist. Bei 
der Verseifung mit stärkster Lauge, wie bei L. v. Liebermann, 
könnte man wiederum befürchten müssen, daß ein Teil der Fett- 
säuren möglicherweise doch dadurch angegriffen werden könnte. 
Es war deshalb nötig, festzustellen, welche Konzentration der 
Lauge für die Verseifung am zweckmäßigsten ist. 

Zu diesen Untersuchungen wurde Rindfleischpulver benutzt, 
welches vor Jahren zu anderen Zwecken verwertet und wovon ein 
Teil verschlossen aufbewahrt worden ist. Die Verseifung wurde 
genau so ausgeführt, wie sie im Kapitel III beschrieben worden 
ist. Natürlich mußte entsprechend der Konzentrationszunahme 
der Lauge auch die Säuremenge gesteigert werden. Das Äther- 
extrakt wurde zum Schluß mit Petroläther gereinigt. 

Für jede Probe gleich geblieben sind: 

Fleischpulver 5,00 g. 
Die Menge der Lauge 25 ccm. 
Die Kochdauer auf dem Wasserbade 2 Stunden. 


Die Resultate sind in der folgenden Tabelle verzeichnet: 
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0,3670 g || 03657 g = 7,311 °% 
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“Inatronlauge, d.h. 8 g | 

NaHO in 100 cem 110 сеш|40 сест 0,3743 g | 0,3708 g = 7,415 °/„ 
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S Я 3. Fettsä 

б © d SE ettsäure 

8 © Konzentration der SS 5 = ® Menge asi i in % des 
Ё Lauge SB DEN in gleich | Fleisch- 

S 5 аа | н bebandelten 

= E 3 ER S pulvers 





4 fach Normalnatron- 
lauge, d. h. 16 g 
NaHO in 100 eem |15 cem 40 ccm; 0,3794 g 


оо 


0,3779 g = 7,556 %, 


9 do. 15 „140 „ | 0,3765 
10 do. 15 „ О | 0,3793 
11 do. 15, | 0 | 0,3765 


а. h. 24g NaHO in 


12 |6fach Normallauge, | 


100 cem 17 eem 0 | 0,8735 g 
13 do. 17, = O [0,3744 
14 до. 20, О | 0,8772 
15 до. 20 „| 0 0,3768 





8fach Lauge,d.h.32g 







0,3768 g = 7,534 %, 


0,3756 g Jos = 7,403 9%, 
0,3648 | 


20 150%, Kalilauge, d. h. | | | 
77,9 g KHO in 
100 ccm 35 ccm 
21 do. 35 „ 


— 0 
0,3760 g |[ 03749 Е = 7,498 % 


0,3738 


с о 


Aus der obigen Aufstellung resultiert sich folgende Über- 
sichtstabelle: 


Maximale Ausbeute als 
100 gesetzt 





Konzentration der Lauge Verluste in Prozenten 








Normallauge 96,79 % 3,21 9%, 


Doppeltlauge 98,13 1,87 
4fach Lauge 100 0 

6fach Lauge 99,38 0,62 
8fach Lauge 99,72 0,28 
10 fach Lauge | 97,97 2.03 
50 °/, Kalilauge | 99,22 0,78 


Nach diesen Resultaten kann man sagen, daß die Verseifung 
des Fleischpulvers trotz verschiedener Konzentration der Lauge 
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ziemlich gleichmäßig erfolgt. Daß die Fettsäuren selbst durch 
die stärkste Lauge nicht angegriffen werden, ist hiermit wohl 
sicher festgestellt. Daß die schwächere Lauge bis 8 g in 100 ccm 
etwas weniger Ausbeute liefert, muß auch wohl als bewiesen an- 
gesehen werden. Dies beruht wahrscheinlich darauf, daß die 
Auflösung des Fleischpulvers bei schwächerer Lauge noch etwas 
mangelhaft ist, obwohl es für den Augenschein schwerlich einen 
Unterschied erkennen läßt. 

Vierfache Normalauge (16 g NaHO in 100) hat die beste 
Ausbeute ergeben. Von dieser Konzentration aufwärts kann man 
richtiger als gleichwertig betrachten, wenn man von anscheinend 
schwächerer Wirkung zehnfacher Lauge absieht. In praktischer 
Hinsicht ist indes die Ausführung der Neutralisation mittels der 
Säure um so unangenehmer, je konzentrierter die Lauge ist. 

Aus den angeführten Gründen haben wir fünffache Normal- 
natronlauge (20 g NaHO in 100 ccm; hiervon 25 ccm für eine 
Probe) als die zweckmäßigste Konzentration in allen folgenden 
Verseifungen festgesetzt. Der Zusatz gesättigter Kochsalzlösung 
ist bei der erwähnten Konzentration als unnötig fortgelassen. 


Versuchsreihe 4. 
Ein Vergleich der Verseifungsmethode mit der Verdauungs- 
methode. 

Das bis jetzt vielfach von uns benutzte H.Fl.P. wurde zum 
großen Teil verbraucht. Es könnte ohne dasselbe ein richtiger 
Vergleich unmöglich werden. Daher haben wir hier von dem 
genannten Fleischpulver mittels der Verdauungsmethode von 
Dormeyer einige Fettbestimmungen ausgeführt. 

Als Verdauungsflüssigkeit haben wir die nach der von uns 
angegebenen Kohlemethode aus der frischen Magenschleimhaut 
des Schweines dargestellte Pepsinsalzsäure von 0,5%, verwendet. 
Hiervon wurden an 2 Proben von je 100 ccm durch dreitägige 
Extraktion mit Äther im Flüssigkeitsextraktor überzeugt, daß die 


Verdauungsflüssigkeit fast kein Ätherextrakt enthielt. E 
Von H.Fl.P. wurden 6 Proben von је 5,0 g gleichzeitig ge- 
wogen. 


Eine Probe davon wurde direkt verseift und ergab durch 
Petrolätherreinigung 0,1754 g Fettsäuren. 
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Die übrigen 5 Proben wurden ohne vorhergehende Äther- 
extraktion direkt mit je 100 ccm Verdauungssalzsäure 4x 24 
Stunden bei 40°C verdaut. Die Mischung wurde durch ein aus 
dem entfetteten Papier von Schleicher - Schüll bereitetes 
Faltenfilter filtriert. Papier mitsamt Rückstand wurde nach 
dem Trocknen bei 100°C 3x 24 Stunden im Soxhletschen 
Apparate mit absolutem Äther extrahiert. Inzwischen wurde je 
einstündiges Trocknen des Rückstandes bei 100° C eingeschaltet, 
um die Extraktion möglichst vollständig vonstatten gehen zu 
lassen. Die ätherische Lösung wurde direkt durch Asbest ab- 
filtriert und verdunstet. Bis zur annähernden Gewichtskonstanz 
war eine 5—6tägige Trocknung von je 8 Stunden pro Tag bei 
50°C erforderlich. Allerdings war die Gewichtsabnahme in den 
einzelnen Wägungen nicht beträchtlich, wie die folgende Tabelle 
zeigt, die dieses Verhalten beleuchtet. 


Gewichtsabnahme der Atherextrakte der Verdauungsrückstände 
bei der Trocknung bei 50°C. 


Nummer der | Zeitdsuerder | zu... de an 
ne | Tee sei | ren | ren аа 

















1 8 Std. 0,1976 g | 01948 g 0,1948 g 0.1970 g g 
9 16, 0,1952 | 01918 0/1910 
3 4, 0,1938 , 0,1908 | 01890 
4 32, 0,1932 01898 | 0,1882 
5 um, | 01930 0190 | 0.1886 


Das Verdauungsfiltrat und Waschwasser wurden im Flüssig- 
keitsextraktor 2x 24 Stunden mit Äther extrahiert. Die ätherische 
Lösung wurde durch Asbest abfiltriert, verdunstet und 3x 8 Stun- 
den bei 50° С getrocknet. 

Die Resultate sind folgende: 




















Ätherextrakt Ätherextrakt | 
Versuchsnummer des Rückstandes GH, | Zou des Filtrates = Summa 

— 019308 | 90348 0,9974 р 

2 0.1910 0,0308 0,2218 

3 0,1886 0,0360 0,2246 

0,1913 . 0,0524 0.2437 

0,0634 0,2560 
Summa 0.2170 g 1,1735 g 





Mittel 0,1913 | 0,0434 0,2347 
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Demnach hat sich im Mittel 0,2347 р Ätherextrakt für 5,0 р 
H.Fl.P. ergeben, welches nach der allgemeinen Anschauung als 
Neutralfett betrachtet wird. 

Es war nun zu prüfen, wie viel Fettsäuren dieses Äther- 
extrakt enthielt. 

Von den fünf obigen Ätherextrakten der Verdauungsrück- 
stände ergaben sich: 


Probe 1 0,52% Stickstoff nach Kjeldahl, 
„ 2 0,1556 р Fettsäuren nach der Verseifung, 
.„ 8 unwägbare Spur von Mg,P,O, nach der Molybdän- 
säuremethode, 
„ 4 0,1519g Fettsäure nach der Verseifung, 
„ 5 0,1564 g Fettsäuren nach der Verseifung. 


Demnach enthielt das Ätherextrakt der Verdauungsrück- 
stände im Mittel von drei Bestimmungen 0,1546 g Fettsäuren. 
Werden dieselben mit dem Faktor 1,046 in Neutralfett umge- 
rechnet, so beträgt dasselbe 0,1621 g, entsprechend 84,74%, des 
Rückstandätherextraktes.. Demnach sind 15,26%, desselben als 
stickstoffhaltige Beimengungen anzusehen, weil das Ätherextrakt 
keinen Phosphor, wohl aber 0,52%, Stickstoff enthielt. 

Von den Ätherextrakten der Filtrate ergaben: 

Probe 2 und 3 zusammen 0,0001 g Petrolätherextrakt nach 
der Verseifung. 

Probe 4 0,0012 g Petrolätherextrakt ohne Verseifung, 

Probe 5 0,0018 g Petrolätherextrakt ohne Verseifung. 

Demnach enthielt das Ätherextrakt des Filtrates im Mittel 
von vier Bestimmungen nur 0,0008 g Fettsäure für eine Probe. 
Das Filtratätherextrakt, welches 18,5%, des Gesamtätherextraktes 
ausmacht, besteht also fast ganz aus Beimengungen. Die Menge 
der Gesamtfettsäuren beträgt somit 66,2%, und die des hieraus 
berechneten Neutralfettes 69,24%, des Gesamtätherextraktes nach 
der Verdauungsmethode. Hieraus folgt, daß das letztere gegen 
31%, aus Verunreinigungen besteht. Dieselben entsprechen dem- 
nach 44,8%, des im Ätherextrakte enthaltenen Neutralfettes. 

Nun haben wir durch direkte Verseifung 0,1754 g Fettsäuren 
in 5,0 g H.Fl.P. gefunden, während das durch die Verdauungs- 
methode gewonnene Gesamtätherextrakt aus gleicher Menge 
H.Fl.P. nur 0,1550 g Fettsäuren enthielt. Demnach ist bei der 
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Verdauungsmethode ein Defizit von 0,02 р = 11,4% der hohen 
Fettsäuren entstanden. Wo könnte dieser Verlust verborgen sein? 
Es sind hierfür nur zwei Möglichkeiten vorhanden. Entweder 
ein Teil der Fettsäuren ist in noch einfachere Spaltungsprodukte 
zerlegt worden, oder es ist die Extraktion der Verdauungs- 
rückstände noch unvollständig gewesen, trotzdem die Filter- 
papiere mitsamt Rückständen nach dem Trocknen bei 100° C 
im Soxhletschen Apparate 72 Stunden mit absolutem Äther 
extrahiert worden sind und inzwischen noch einmal einstündiges 
Trocknen bei 100° C eingeschaltet worden ist. Um die letztere 
Möglichkeit zu prüfen, haben wir 5 Filterpapiere mitsamt Rück- 
ständen zusammen dreimal mit je 100 ccm Zehntelnormallauge, 
dann noch zweimal mit alkalischem Alkohol ausgekocht. Die Ex- 
trakte wurden nach dem Verdunsten des Alkohols mit einer geringen 
Menge Wasser in einen Scheidetrichter gebracht, mit Salzsäure zer- 
legt und mit Äther aufgenommen. Das hieraus dargestellte Petrol- 
ätherextrakt wog 0,1102 g in toto = 0,022 g für eine Probe. 

Es hat sich demnach ganz unerwarteterweise ergeben, daß 
14,26%, der Gesamtfettsäuren trotz energischer Extraktion mit 
Äther doch noch in den Verdauungsrückständen hartnäckig zurück- 
gehalten worden waren. Die Summe beträgt jetzt sogar 2,4% 
mehr als die durch direkte Verseifung gewonnene Menge. Dieses 
Plus könnte möglicherweise von dem Filterpapiere selber ab- 
gegeben worden sein. Darum haben wir von dem entfetteten 
Papiere Schleicher-Schüll, derselben Qualität, von welcher wir 
zur Filtration der Verdauungsgemische benutzt haben, 18 Stücke 
von је 12 cm Durchmesser im Gewichte von 16,84 g«n toto genau 
wie oben behandelt und daraus das Petrolätherextrakt dargestellt. 
Dasselbe wog 0,0279 g für 18 Stücke = 0,0016 g für 1 Stück. 
Demnach stellt 0,0204 g (0,022—0,0016 g) = 11,66%, der Gesamt- 
fettsäuren diejenige Menge der Fettsäuren dar, welche für je eine 
Probe im Filtrationsrückstande wirklich zurückgehalten worden 
war. Die wirkliche Menge der Fettsäuren, welche in 5,0g ver- 
dauten Н. Fl.P. ursprünglich enthalten war, entspricht demnach 
0,1758 g (0,1554 + 0,0204 g), gegenüber 0,1750 g der durch direkte 
Verseifung gefundenen. Die beiden Werte sind also jetzt fast 
vollkommen übereinstimmend. 

Es war uns sehr auffällig, daß das Ätherextrakt des Filtrates, 
welches 18,5%, des Gesamtätherextraktes nach der Verdauungs- 
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methode ausmacht, nur Spuren von Fettsäuren enthielt. Daher 
haben wir zwei Proben obiger Filtratätherextrakte (Nr. 4 und 5) 
etwas genauer untersucht. Die in Petroläther unlöslichen Rück- 
stände von ihnen wurden noch einmal mit absolutem Äther ge- 
reinigt. Der Rückstand wog jetzt im ganzen 0,0823 g, war zum 
großen Teil in Wasser leicht löslich und die Lösung reagierte 
stark sauer. Als die wässerige Lösung (Phenolphthalein als Indi- 
cator) mit Zehntellauge titriert wurde, betrug die Acidität 5,8 ccm 
Zehntellauge. Demnach entspricht die Säuremenge 0,0522 g Milch- 
säure = 63,4%, des Extraktes. Das hieraus unter Säurezusatz mit 
Äther ausgeschüttelte Extrakt zeigte in wässeriger Lösung mit 
Eisenchlorid deutliche Milchsäurereaktion. E. Salkowski be- 
tont mit Recht in seinem Praktikum, daß das Filtratätherextrakt 
nach der Verdauungsmethode wohl Milchsäure enthalten kann, 
und da E. Voit tatsächlich hier ihre Existenz nachgewiesen hat, 
besteht das Ätherextrakt des Verdauungsfiltrates unzweifelhaft 
zum großen Teil aus Milchsäure, Übrigens haben wir im Alkohol- 
Ätherextrakte dieses Fleischpulvers, wie oben erörtert, Milchsäure 
als Zinksalz bestimmt. 

Nach diesen Untersuchungen hat sich herausgestellt, daß das 
nach der Verdauungsmethode dargestellte Ätherextrakt gegen 
31%, Verunreinigungen enthielt und trotzdem ca. 12%, wahrer 
Fettsäuren der Bestimmung entgangen sind. Demnach entspricht 
die Verunreinigung 44,8%, des im Ätherextrakte enthaltenen 
Neutralfettes. 

Allerdings empfiehlt Dormeyer vor der Verdauung des 
Fleischpulvers eine kurzdauernde Ätherextraktion desselben. Wir 
haben dagegen das Fleischpulver direkt verdaut. Wieweit diese 
Abweichung einen Unterschied in den Resultaten hervorruft, 
wird erst später genauer berücksichtigt. 


Kapitel V. 
Vergleichende Untersuchung der direkten Verseifung mit den gegen- 
wärtig gebräuchlichen Fettbestimmungsmethoden. 
Nachdem unsere direkte Verseifungsmethode in allen ein- 
zelnen Phasen von uns genau geprüft worden ist und dieselbe 
wenigstens unseren bisherigen Untersuchungen nach sich als die ein- 
fachste und zugleich als die genaueste Methode herausgestellt hat, 
sind wir nunmehr verpflichtet, dieselbe wiederholt mit anderen 
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gebräuchlichen Methoden auf streng kritische Weise zu ver- 
gleichen. Diese Prüfungen sind deshalb notwendig, weil die bis- 
herigen Versuche hauptsächlich an einem Material angestellt 
worden sind, welches von einem mit abnorm großer Menge Pferde- 
fleisches gefütterten Hunde stammte. 

In den folgenden Untersuchungen haben wir frisch zubereitetes 
Fleischpulver verwendet, welches von einem normal ernährten 
Rinde stammte (unten kurz als R.Fl.P.I. bezeichnet). Das 
Material wurde auf folgende Weise dargestellt. 

1800 g mehrmals durch Fleischhackmaschine getriebenen 
mageren Rindfleischbreis wurden mit einem halben Volum Alkohol 
von 95%, versetzt, gut gemischt und über Nacht stehen gelassen. 
Dann wurde die Mischung auf dem Wasserbade unter Luftein- 
blasen eingedampft und getrocknet. Hierbei stieg die Temperatur 
im Inneren des Fleischbreis nur bis auf 70°C. Die Pulverisation 
wurde so weit getrieben, daß die ganze Masse durch ein Sieb 
von 0,25 mm? hindurchging. Zwei Tage offen aufbewahrtes 
Pulver wog in toto 438g. An einer ganz trocknen Tageszeit 
wurden nach guter Durchmischung des Pulvers folgende Proben 
hintereinander genau abgewogen: 

50 Proben von je 5,0g, 
1 Probe von 100g. 

Außer direkt verwendeten Proben wurden die übrigen im 
Vakuumexsiccator mit Chlorcalcium aufbewahrt, damit außer 
Wasserabnahme keine Zersetzung organischer Bestandteile ein- 
treten kann. 


Versuchsreibe 1. 
Resultate der direkten Verseifung. 

Um die Wiederholung zu vermeiden, verweisen wir die aus- 
führliche Beschreibung unserer Verseifungsmethode auf das Ka- 
pitel VIII und wir führen hier nur die Resultate an. 

Die Ausbeuten der reinen Fettsäuren, welche von je 5,0 g 
R.FI.P.I. gewonnen worden sind, sind folgende: 


Probe l...... “22... 0,3588 р 
о ован 0,3568 
Ооо 0,3578 

ЭШЕ: о. = 1,0734 g 


Mittel .......... 0,3578 g. 
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Demnach enthielt dieses Fleischmaterial in je 5,0g nach 
unserer Verseifungsmethode 0,3578 g Fettsäuren. Werden die- 
selben mit dem Faktor 1,046 in Neutralfett umgerechnet, so be- 
trägt dasselbe 0,3743 g, entsprechend 7,486% des Fleischpulvers. 

Dieser Wert wird in allen folgenden Untersuchungen in Ver- 
gleich gestellt. Über die Begründung unserer Methode als Fett- 
bestimmung sowie über die Reinheit der hierdurch gewonnenen 
Fettsäuren folgen erst später eingehendere Betrachtungen. 


Versuchsreihe 2. 


Alkohol- Methode. 

Da es im Kapitel. I mit Sicherheit festgestellt worden ist, 
daß die große Extraktionsenergie der Alkohol-Chloroformmethode 
von G. Rosenfeld hauptsächlich auf der Wirkung des Alkohols 
beruht, und Chloroform in dieser Hinsicht keinen besonderen Vor- 
zug hat, so werden hier unter dem Namen der Alkoholmethode 
alle diejenigen Methoden zusammengefaßt, welche zur Gewinnung 
des Ätherextraktes aus dem Fleischpulver als Vorbehandlung 
Alkohol allein oder denselben in Kombination mit anderen Extrak- 
tionsmitteln verwendet haben, wie die von G. Rosenfeld, 
E. Bogdanow, О. Frank usw. 

Je 5,0 g R.Fl.P.I. wurden in unserem Heißextraktor 6 Stunden 
mit absolutem Alkohol extrahiert. Aus dem Alkoholextrakte 
wurde genau auf die früher beschriebene Weise Ätherextrakt dar- 


gestellt. 
Die gereinigten Ätherextrakte wogen: 
Рроһе1.......... 0,4891 g 
VE EEE EE 0,4892 
жоо фуу e e МУ йун 0,4925 
Summa .......... 1,4708 g 
Mittel . 2.2.22 2220. 0,4903 р 


Demnach beträgt das Ätherextrakt des Fleischpulvers 9,8060. 
Nach der Verseifungsmethode haben wir für die gleiche Menge 
des Fleischpulvers 0,3743 g Neutralfett = 7,486% berechnet. 

Wird 0,3743 g gleich 100 gesetzt, so entspricht 0,4903 g 
= 131%. 

Demnach beträgt das Ätherextrakt nach der Alkoholmethode 
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31% mehr, als das aus den Fettsäuren berechnete Neutralfett 
nach der Verseifungsmethode. 

Alle Ätherextrakte wurden mit alkoholischer Lauge verseift. 
Hierzu wurde jede Probe für sich mit 0,5ccm NaHO 1,5 р 
(= 0,35 р) und 20 ccm Alkohol absol. versetzt und eine Stunde 
auf dem Wasserbade unter Kühlvorrichtung verseift. 

Nach dem Verdunsten des Alkohols wurde die Seife in wässe- 
riger Lösung mit Salzsäure zersetzt und mit Äther aufgenommen. 

Die mit Petroläther gereinigten Fettsäuren wogen: 


Probe 1....... 2.0. 0,3568 g 
ж. ОИ Жека 2... 0,3553 
a EE уюш н ел; ee 0,3570 
Summa .......... 1,0691 g 
Mittel =... = 2.0.48 % 0,3564 g. 


Wird dieselbe mit dem Faktor 1,046 in Neutralfett umge- 
rechnet, so beträgt dasselbe 0,3727 g = 7,454% des Fleischpulvers. 
Demnach beträgt die Menge des Ätherextraktes 31,56%, mehr, 
als die des von den in ihm enthaltenen Fettsäuren berechneten 
Neutralfettes. Daß dieser Mehrbetrag zum großen Teil in Bei- 
mengungen besteht, wird aus den weiteren Untersuchungen klar. 

Die Menge der Fettsäuren im Ätherextrakt beträgt 99,59%, 
derjenigen nach der Verseifung. Im Ätherextrakt fehlt also noch 
0,41%, der Fettsäuren. 

Alle Fleischrückstände, welche mit Alkohol extrahiert worden 
waren, wurden nun nach unserer Methode direkt verseift. 

Die gereinigten Ätherextrakte wogen: 


Probe 1... 0,0372 р 
р 0,0360 
и EE 0,0300 
Summa .......... 0,1030 g 
Mtte 0,0344 g 


Dieselben wurden nun mit Petroläther gereinigt. 
Die reinen Fettsäuren wogen jetzt: 


Probe: l-i 2.2... ел 0,0022 g 
Dei. raue ийт йа чш en 0,0018 
И РИИ 0,0010 

Summa .......... 0,0050 g 


Quantitative Bestimmung von Fett und unverseifbaren Substanzen usw. 275 


Die in Petroläther unlöslichen Ätherextrakte lösen sich bei 
Zusatz von Sodalösung unter Kohlensäureentwicklung sofort auf 
und bleiben bis zur Austrocknung dauernd flüssig. Die Petrol- 
ätherextrakte lösen sich dagegen unter Sodazusatz erst beim Er- 
wärmen auf und zeigen beim Erkalten typische Gelatinierung. 

Addiert man diese Restfettsäure im Fleischrückstande zu der 
im Ätherextrakt enthaltenen, so erhält man im ganzen 0,3581 g 
gegenüber 0,3578 g nach der direkten Verseifung. Diese voll- 
ständige Übereinstimmung kann wohl als Beweisstücke dafür 
gelten, daß unsere Verseifungsmethode alle hohe Fettsäuren aus 
dem Fleischpulver genau quantitativ herauszieht. 

Wir können es nicht unterlassen, die Natur der Ätherextrakte 
nach der Alkoholmethode hier noch einmal zu berücksichtigen, 
um zu sehen, ob die Resultate, die wir früher von den Alkohol- 
Ätherextrakten des H. PL D. gewonnen haben, auch für diejenigen 
des frisch zubereiteten Rindfleischpulvers Gültigkeit haben. Zu 
diesem Zwecke wurden 100 g R.Fl.P.I. im großen Heißextraktor 
in mehreren Sitzungen mit Alkohol gründlich extrahiert und hier- 
aus auf bekannte Weise Ätherextrakte dargestellt. Ätherische 
Lösungen derselben wurden in einem Meßkolben von 500 ccm 
Rauminhalt aufgefüllt und hieraus mehrere Proben von je 25 ccm 
und 50 ccm genau abpipettiert und verdunstet. 


Stickstoffverteilung im Atherextrakte. 


Eine Probe von 25ccm ätherischer Lösung mit 0,4903 g 
Ätherextrakt, entsprechend 5,0 g Fleischpulver, wurde nach Kjel- 
dahl auf Stickstoffgehalt untersucht. | 

Dasselbe enthielt 0,0069 g = 1,41% Stickstoff. 

Berechnet man diesen Stickstoff mit dem Faktor 57,54 auf 
Distearyllecithin um, so resultiert sich 0,397 g Lecithin. Dem- 
nach müßte von dem Ätherextrakte 80,97%, aus Lecithin bestehen, 
was ganz unmöglich ist. 

Zwei Proben von je 0,4903 g Ätherextrakt wurden mit 50 ccm 
Wasser versetzt und bei 40° С über Nacht digeriert. Alsdann 
wurde die gleichmäßige Emulsion nach Ansäuerung mit Salzsäure 
24 Stunden im Flüssigkeitsextraktor mit Äther extrahiert. Tren- 
nung erfolgte ganz glatt. Ätherische und wässerige Lösung wurde 
getrennt auf Stickstoff untersucht. 
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Die Resultate sind: 


—- 'с——— —————-——-——-—— + — — ————————————--. 








— | Stickstoff in Stickstoff in | e 
EE | ätherischer Lösung wässeriger Lösung | nme 
1 | 0,0034 g 0,0039 g 0,0073 g 
2 0,0039 0,0041 0,0080 
Summa | 0,0073 g | 0,0080 g 0,0153 g 
Mittel | 0,0037 | 0,0040 0,0077 


Demnach bestand von dem Totalstickstoff etwas über die 
Hälfte in wasserlöslichen Stickstoffverbindungen. Wird der Stick- 
stoff in Ätherfraktion ganz in Lecithin berechnet, so beträgt das- 
selbe 0,2129 р in 0,4903 р Ätherextrakt, entsprechend 43,41%, des- 
selben, was unzweifelhaft noch zu hoch ist und mit der aus der 
Phosphorbestimmung zu berechnenden Lecithinmenge im Wider- 
spruche steht. 

Eine Probe von 0,9806 g Ätherextrakt entsprechend 50 ccm 
jener ätherischen Lösung wurde genau, wie oben, durch Digestion 
mit Wasser und durch Extraktion im Flüssigkeitsextraktor in 
ätherische und wässerige Lösung getrennt. Die ätherische Lösung 
wurde mit Wasser geschüttelt, wobei eine flockige Ausscheidung 
in geringer Menge auftrat. Das Schüttelwasser wurde mit der 
wässerigen Lösung vereinigt. 

Die Ätherfraktion nach Kjeldahl ergab 0,0030 g und die 
flockige Ausscheidung 0,0007 g Stickstoff. 

Die wässerige Lösung wurde eingeengt und mit 10 cem Acidum 
phosphorwolframicum versetzt. Niederschlag und Filtrat wurde 
getrennt auf Stickstoff untersucht. 

Phosphorwolframsäureniederschlag enthielt 0,0065 g N. 

Phosphorwolframsäurefiltrat enthielt 0,0034 g N. 

Demnach gestaltet sich die Stickstoffverteilung im Äther- 
extrakte (0,9806 g) folgendermaßen: 


| Menge des Stick- | Prozente zu Total- 


Einzelne Fraktionen 











stoffes stickstoff 
Eee me em Tr EE ы o ö— — — SÉ 
Atherfraktion ....... 0,030 8 22,06 %/, 
P.W.S.-Niederschlag . . . . . . | 0,0065 | 47,79 
P.W .S.-Filtrat. е . D . К . ' 0,0084 25,00 
Ausscheidung bei Wasserschüttelung 0,0007 5,15 
к 


битта... . a‘ e 0,0136 g | 100 %, 
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Außerdem gab eine Probe von 0,9806 g Ätherextrakt nach 
Schlösing 0,0008 g Ammoniak. 

Bei dieser Untersuchung wurde die Zerlegung des Phosphor- 
wolframsäureniederschlages und dessen Filtrates mit Phosphor- 
säure im Autoklaven aus äußeren Gründen unterlassen. 

Der Stickstoffgehalt des Ätherextraktes war hier zwar be- 
deutend geringer wie bei H.Fl.P. Aber das Resultat lehrt uns, 
daß das Ätherextrakt des normalen Rindfleischpulvers nach der 
Alkoholmethode ebenfalls ganz verschiedene Stickstoffverbin- 
dungen als Verunreinigungen enthielt. 


Direkte Phosphorbestimmung. 

Eine Probe von 0,9806 g Ätherextrakt wurde nach der Molyb- 
dänsäuremethode direkt auf Phosphorgehalt untersucht. 

Es ergab sich 0,0320 g Mg,P,O, = 0,0089 g Phosphor, ent- 
sprechend 0,2321 g Lecithin = 23,67%, des Ätherextraktes. Hierin 
sind nun 0,1634 р Stearinsäure enthalten. In 0,9806 g Äther- 
extrakt haben wir die Menge der Fettsäuren zu 0,7128g be- 
stimmt. Wird hiervon 0,1634 g Fettsäuren als dem Lecithin an- 
gehörig abgezogen, so bleiben 0,5494 g Fettsäuren zurück. Werden 
dieselben in Neutralfett umgerechnet, so beträgt dasselbe 0,5746 g. 

Demnach sind in 0,9806 g Ätherextrakt 0,5746 g Neutralfett 
und 0,2321 g Distearyllecithin und somit 0,8067 g Fettarten im 
ganzen enthalten. Das macht 82,26%, des Ätherextraktes. Dem- 
nach sind 17,74%, als Beimengungen anzusehen. Werden die 
Fettarten als Einheit = 100 gesetzt, so entsprechen 0,9806 g 
121,5%. Die Verunreinigungen betragen demnach 21,5%, der 
Fettarten. 


Indirekte Phosphorbestimmung. 

Eine Probe von 0,9806 g Ätherextrakt wurde nach der Di- 
gestion mit Wasser bei 40° C durch die Ätherextraktion in eine 
wässerige und ätherische Lösung getrennt. Äther wurde ver- 
dunstet und nochmals mit demselben gereinigt. Dasselbe wog jetzt 
0,870 g und ergab sich nach der Molybdänsäuremethode 0,0217 g 
Mg,P,0O, = 0,006 g Phosphor, entsprechend 0,1575 g Distearyl- 
lecithin = 16,05%, des ursprünglichen Ätherextraktes. Diese 
Menge des Lecithins enthält 0,1109 р Stearinsäure. Wird diese 
von den Fettsäuren im Ätherextrakt abgezogen, so bleiben jetzt 


278 М. Kumagawa und K. Suto: 


0,6019 р Fettsäuren für Neutralfett. Dasselbe beträgt dann 
0,6296 р. Demnach sind in 0,9806 р Ätherextrakt enthalten: 
0,6296 g Neutralfett, 
0,1575 g Lecithin, somit 
0,7871 g Fettsubstanzen in toto. 

Die Verunreinigungen betragen jetzt 19,73%, des Äther- 
extraktes. Werden die Fettarten als Einheit gleich 100 gesetzt, 
so entspricht die Menge des Ätherextraktes 124,6%,. Die Ver- 
unreinigungen betragen nach dieser Betrachtung 24,6%, der Fett- 
arten. 

Es fragt sich nun, ob es berechtigt ist, allen Phosphor, welcher 
in dem Ätherextrakte mit der Alkoholmethode erhalten wird, 
als Lecithin zu betrachten. Sollte ein Teil dieses Phosphors in 
Form von Jecorin oder Protagon vorhanden sein, so werden diese 
beiden Verbindungen zusammen in unserem Falle als Lecithin 
berechnet. Da man für die beiden Substanzen keine Methode 
der quantitativen Bestimmung kennt, so scheint uns vorteilhafter, 
daß dieselben zusammen als Lecithin berechnet werden. Sollte 
dagegen ein Teil des Phosphors aus anorganischen Phosphaten 
stammen, во begeht man dann einen großen Fehler, indem 
der Wert der Lecithinmenge dementsprechend höher ausfällt. 
Da wir im mehrmals gereinigten Ätherextrakte bei H.Fl.P. in 
einigen Prozenten anorganische Salze als Alkaliphosphate ge- 
funden haben, so kann die Möglichkeit nicht ganz außer acht ge- 
lassen werden, daß die anorganischen Phosphate wie die äther- 
unlöslichen Stickstoffverbindungen mehr oder weniger in Äther- 
extraktgemische aufgenommen worden sind. 

Bei der Digestion des Ätherextraktes mit Wasser bei 40° C 
und durch die nachfolgende Ätherextraktion bei saurer Reaktion 
sind 32,2%, des Gesamtphosphors in wässeriger Lösung zurück- 
geblieben, während alle Fettarten in den Äther übergingen. Aus 
den früheren Untersuchungen erscheint uns sehr unwahrscheinlich, 
daß das Lecithin im Ätherextrakte durch die obige ganz milde 
Behandlung mit Wasser über 30% zersetzt wird. Wäre die Auf- 
fassung richtiger, daß ein Teil des Phosphors als anorganische 
Verunreinigung sich vorfindet, so kommt nur der Anteil des 
Phosphors in der Ätherfraktio nals Lecithinphosphor zur Geltung, 
in welchem Falle die letztere Berechnung der Lecithinmenge aus 
Ätherfraktion allein berechtigt ist. Diese Frage läßt sich indessen 
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zurzeit nicht leicht entscheiden. Unter allen Umständen steht 
es fest, daß das gereinigte Ätherextrakt nach der Alkoholmethode 
auch bei normalem Fleischpulver ganz verschiedene Verunreini- 
gungen in großer Menge einschließt. 

In den folgenden Untersuchungen haben wir die reinigende 
Wirkung des Petroläthers und des Äthyläthers noch einmal berück- 
sichtigt, um zu sehen, wie sich die beiden Mittel auf die Ver- 
seifungsprodukte des Alkohol-Ätherextraktes einerseits und des 
Restpulvers nach der Alkoholmethode andererseits verhalten. Zu 
diesen Untersuchungen diente ebenfalls R.Fl.P.I., aber nicht die- 
'jenigen Proben, welche zum Vergleichszwecke im Exsiccator auf- 
bewahrt wurden, sondern Extraproben mit verschiedenem Wasser- 
gehalt. Da das Pulver vor dem Versuche noch einmal getrocknet 
wurde, so ist die Menge der Fettsäuren im allgemeinen hier etwas 
höher ausgefallen, als bei den im Exsiccator aufbewahrten Proben. 
Je 5,0 g Pulver wurden genau ebenso wie oben mit Alkohol extra- 
hiert und aus dem Alkoholextrakte gereinigte Ätherauszüge dar- 
gestellt. 

Dieselben wogen: 


Probe 0,4834 g 
e E кыш deel 0,4755 
ee et ee 0,4858 
a er A 0,4990 
F EE 0,5127 
И SHEET 0,5120 
Summa .......... 2,9684 g 
Mittel .......... 0,4948 g. 


Alle Ätherextrakte wurden getrennt verseift und die Fett- 
säuren mit Äther gereinigt. 
Dieselben wogen: 


Probe I... осш AN 0,3626 р 
Е д 0,3638 
жо Асе 6 0,3627 
з a жле зыт wege 0,3642 
ИИСИ 0,3630 
Е СОИ 0,3612 
Summa .......... 2,1775 р 
Mittel ` NEE 0,3629 g. 
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Die mit Äther gereinigte Fettsäure beträgt demnach im Mittel 
73,35%, des Gesamtätherextraktes. 

Die Fettsäuren wurden nun von neuem mit Petroläther ge- 
reinigt. 

Dieselben wogen: 


Probe 1.......2.2.. 0,3588 g 
Ыы N 0,3584 
йз EE EE 0,3622 
SE EE EE 0,3620 
Ота ee ae 0,3617 
ee РЕТИ 0,3634 
Summa .......... 2,1665 g 
Mittel .......... 0,3611 g. 


Dieselbe beträgt 72,98%, des Gesamtätherextraktes. 

Demnach sind die mit Äthyläther gereinigten Fettsäuren 
nach der Verseifung des Alkohol-Ätherextraktes so rein, daß die- 
selben bei der nachfolgenden Reinigung mit Petroläther eine Ge- 
wichtsabnahme von nur 0,37%, erwiesen. 

Ganz anders gestaltet sich die reinigende Wirkung des Äthyl- 
äthers und des Petroläthers auf die Verseifungsprodukte des Rest- 
pulvers nach der Alkoholmethode. 

Die 6 Stunden mit absolutem Alkohol extrahierten Pulver- 
rückstände wurden nach der bekannten Methode direkt verseift 
und bei saurer Reaktion Ätherextrakte dargestellt. 

Die gereinigten Ätherextrakte wogen: 


Probe Тош шу чое ж, иа шз 0,0263 g 
с. “Озу ш ee ж-ш ш бла verloren 
J ee E E 0,0141 g 
EE SE Er 0,03% 
ZE, SEENEN 0,0562 
о Ва о ТО 0,1691 

Summa `, 0,0835 р 

Mittel .......... 0,0338 g. 


Die bei 50°C gut getrockneten Ätherextrakte wurden von 
neuem mit Petroläther gereinigt. 
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Dieselben wogen: 


Probe 1 .: 4... 22.2 2 2.0 8 % 0,0022 g 
ëng ee на E Breker verloren 
0,0030 g 
жк ae ae de 0,0026 
ИРУ. 0,0040 
e auia San Bee 0,0024 

Summa .......... 0,0142 g 

Mittel . 2.2.2 2 2 220. 0,00284 g 


Die in Petroläther unlöslichen, jedoch in Äther leicht lös- 
lichen Extrakte sind stark gefärbt, lösen sich in Natriumcarbonat- 
lösung unter Kohlensäureentwicklung sofort auf und zeigen bis 
zur Austrocknung keine Spur von Gelatinierung. Die Petroläther- 
extrakte sind dagegen fast farblos und bleiben beim Zusatz von 
Natriumcarbonatlösung zunächst ganz unverändert, lösen sich 
erst beim Erwärmen auf und zeigen nach dem Erkalten je nach 
der Menge totale oder partielle Gelatinierung in ganz typischer 
Weise. 

Demnach besteht nur 8,4%, der Ätherextrakte nach der Ver- 
seifung des Restpulvers aus reinen Fettsäuren. Die übrigen 91,69% 
sind Verunreinigungen, deren Hauptanteil wohl Milchsäure zu 
sein scheint. Da das Ausgangsmaterial aus Restfleischpulver be- 
steht, welches mit absolutem Alkohol gründlich extrahiert worden 
ist, so bleibt kaum eine andere Möglichkeit übrig, als daß jene 
petrolätherunlöslichen Ätherextrakte durch die Zersetzung der 
Bestandteile des Fleischrückstandes infolge der starken Alkali- 
kochung erst entstanden sind. 


Schlußwort zu der Alkohol-Methode. 


Was den Wert der Alkoholmethode anlangt, Bo, zeichnet 
sich dieselbe zwar durch ihre große Extraktionsenergie aus. Aber 
dieselbe eignet sich für die quantitative Fettbestimmung tieri- 
schen Materials durchaus nicht, weil das nach dieser Methode 
dargestellte Ätherextrakt eine so große Menge Verunreinigungen 
einschließt, daß die letzteren je nach den Fleischarten 20—46,2°,, 
der Fettarten ausmachen. 


19* 
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Versuchsreihe 3. 
Verdauungs-M ethode. 


a) Direkte Verdauung des Fleischpulvers. 

Während C. Dormeyer zur Erzielung gleichmäßiger Ver- 
teilung der einzelnen Proben (etwa 5,0 g) für die Verdauung eine 
kurzdauernde vorhergehende Ätherextraktion in einer etwas 
größeren Pulvermasse (etwa 30,0 g) empfiehlt, hat J. Athana- 
siu (15) ebenfalls im Pflügerschen Laboratorium zur Fett- 
bestimmung der Frösche direkte Verdauung derselben vorgezogen. 
Daher haben wir hier zuerst ebenfalls direkte Verdauung des 
Fleischpulvers versucht, weil die Gleichmäßigkeit des von uns 
benutzten Fleischpulvers durch die vorhergehenden Unter- 
suchungen vollkommen bewiesen worden ist. 

Als Verdauungsflüssigkeit wurde eine Auflösung von 2,5g 
Pepsin Grübler in 500 ccm 0,5 prozentiger Salzsäure benutzt. 

100 ccm dieser Lösung wurde im Flüssigkeitsextraktor 
3x 24 Stunden mit Äther extrahiert. Das gereinigte Äther- 
extrakt wog 0,001 g. Der Petrolätherauszug davon wog 0,0003 g. 

Die Entfettung des Filterpapiers, welches in allen folgenden 
Verdauungsversuchen benutzt wurde, geschah auf folgende Weise. 

15 Stücke von sogenanntem entfetteten Filterpapiere 
(Schleicher -Schüll) mit 12cm Durchmesser wurden in 
600 ccm DI Natronlauge eingetaucht und auf dem kochenden 
Wasserbade 2 Stunden digeriert. Diese Operation wurde mit er- 
neuerter Lauge dreimal wiederholt. Die Lauge färbte sich anfangs 
bräunlich, zuletzt aber ganz schwach gelb. Das Papier wurde 
dann so lange mit heißem fließenden Wasser behandelt, bis das 
Waschwasser neutral reagierte. Alsdann wurde es vorsichtig auf 
dicke Papierunterlage ausgebreitet und getrocknet. Vor dem Ge- 
brauche wurde es schließlich bei 100° C bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet. Die vereinigte Lauge wurde verdunstet, mit Salz- 
säure angesäuert und mit Äther extrahiert. Dasselbe wog in toto 
0,0096 g und zeigte deutliche Gelatinierung mit Sodalösung. 
Jedes Stück Papier enthielt demnach 0,00064 g reine Fettsäure. 
Die Petrolätherunlösliche Ätherextrakte wogen im ganzen 0,0035 g 
und enthielten keine Spur Fettsäure. Ein Stück gereinigten Papiers 
wurde nochmals mit Lauge behandelt. Es erwies sich jetzt als 
vollkommen fettfrei. 
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Drei im Exsiccator aufbewahrte Proben von је 5,0 g R.Fl.P.I. 
wurden mit 100 ccm der obigen Pepsinsalzsäure 3x 24 Stunden 
im Wasserdigestor bei 40°C verdaut. Die Mischung wurde in- 
zwischen einige Male umgerührt. Am Ende bildete sich ein 
flockiger Bodensatz. Derselbe wurde durch obiges entfettetes 
Papier abfiltriert und gut ausgewaschen. Filter mitsamt Nieder- 
schlag wurde bei 100° C getrocknet und im Soxhletschen Appa- 
rate 3 х 24 Stunden mit Äther extrahiert. Inzwischen wurde eine 
einstündige Trocknung des Niederschlages bei 100° C eingeschaltet. 
Beide Ätherextrakte wurden noch einmal mit Äther gereinigt. 
Die Ätherextrakte des Rückstandes und des Filtrates wurden für 
sich bei 50°C 3x 5 Stunden getrocknet. 

Die Resultate sind: 
















а Ätherextrakte ` Ätherextrakte e Ga 
im Niederschlag im Filtrat 
0,0946 g 0,4340 g 
2 0,3535 


0,1097 0,4632 

| 0,4704 
1,3676 g 
0,4559 


0,3570 


1,0499 e 
0,3500 








1 | 0,3394 g 
| 
| 


Demnach beträgt das Gesamtätherextrakt im Mittel 0,4559 g 
für 5,0 g Fleischpulver, entsprechend 9,118%, des Fleischpulvers. 
Wir haben indessen nach der direkten Verseifung 7,486% Neutral- 
fett für dasselbe Fleischpulver gefunden. Jenes beträgt 21,8% 
mehr als dieses. 

Die Ätherextrakte des Rückstandes wurden nun verseift und 
aus dem Ätherextrakte Petrolätherauszüge dargestellt. 

Die mit Petroläther gereinigten Fettsäuren wogen: 


Роба енеси 0,3041 g 
еса оо е 0,3154 
й и ме ж э а 0,3095 
Summa . . 2.222220. 0,9290 g 
Mittel . 2.22 22220. 0,3097 g. 


Die Menge der reinen Fettsäuren beträgt demnach 88,499, 
des Rückstandätherextraktes. 

Die in Petroläther unlöslichen Ätherextrakte der Verseifungs- 
produkte wogen: 
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Proba D a... 3 а 0,0085 g 

0,0044 

SH, EEE 0,0082 
Í Summa a ЗЫ aa ie 0,0211 р 
Mittel онр 0,0070 g. 


Die letzteren enthalten keine Spur von Fettsäuren. Die 
Ätherextrakte der Filtrate wurden aufs neue in Äther aufgelöst 
und im Scheidetrichter dreimal mit dem halben Volum Wasser 
geschüttelt. Es trat hierbei eine bedeutende Gewichtsabnahme 


Probe T зул goie ww. E 0,0048 g 
1. О жк ел лр: 0,0030 
Е лги жол (из ж чк ЕЛ 0,0046 
Summa .......... 0,0124 g 
Mittel .......... 0,0041 g. 


Wurden nun dieselben von neuem mit Petroläther gereinigt, 
so trat abermals eine Gewichtsabnahme auf, wie folgt: 


Probel.. 2.2 22.2... 0,0014 g 
ж” Оле 0,0015 
E нео 0,0024 
Summa .......... 0,0053 g 
Mittel орно ан 0,0018 р 


Dieselbe erwies sich jetzt als reine Fettsäure, indem sie mit 
Sodalösung typische Gelatinierung zeigte. 

Demnach enthält das klare Filtrat der Verdauung nur 0,0018 g 
wirkliche Fettsäure für je eine Probe, entsprechend 1,7%, des 
Filtratextraktes. 

Nach der direkten Verdauung des Fleischpulvers hat sich im 
Mittel für 5,0 g Pulver 0,4559 g Ätherextrakt ergeben. Dasselbe 
enthielt nur 0,3115 reine Fettsäure (0,3097 + 0,0018 р). Wird 
diese mit dem Faktor 1,046 in Neutralfett umgerechnet, so be- 
trägt dasselbe 0,3258 р, entsprechend 6,516% des Fleischpulvers. 
Demnach enthält das Ätherextrakt nach der Verdauung nur 
71,47%, Neutralfett. Die übrigen 28,53%, sind zum großen Teil 
Verunreinigungen. Wird nun 0,3258 g Neutralfett als Einheit 
gleich 100 gesetzt, so betragen 0,4559 р Ätherextrakt 139,9%. 
Demnach entsprechen die Verunreinigungen im Ätherextrakte 
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nach der direkten Verdauung 39,9%, des darin enthaltenen Neutral- 
fettes. Allerdings sind bei diesen Untersuchungen Phosphor- 
bestimmungen im Ätherextrakte unterblieben, weil wir in den 
Versuchen mit H PLP nur unwägbare Spuren von Phosphor auf- 
finden konnten. Nun haben wir nach der direkten Verseifung 
0,3578 g reine Fettsäure für dasselbe Pulver gefunden, gegenüber 
0,3115 g im Verdauungsätherextrakt nach der Verseifung. Es 
fehlt noch 0,0463 g = 13%, Fettsäure. Dieselbe muß also irgendwo 
verborgen sein. 

Wir haben Filterpapiere mitsamt Filtrationsrückständen der 
Verdauung nach der Ätherextraktion bei 100° С bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet und das Gewicht der Papiere abgezogen. 

Die Rückstände wogen: 


Probe l.......2.2..% 0,2359 g 
De езж. a 0,2486 
e, EE EE 0,2220 

Summa .......... 0,7065 g 

Mittel .......... 0,2355 g. 


Filter mit samt Rückstand wurde nun zweimal mit je 50 ccm 
n/ „Natronlauge und einmal mit Wasser auf dem Wasserbade 
gekocht. Das vereinigte Wasser wurde eingeengt, mit Salzsäure 
zerlegt und mit Äther aufgenommen. Aus dem Ätherextrakte 
wurden Petrolätherextrakte dargestellt. Dieselben wogen: 


Probe T s жок эз 0,0265 g 
ir жод её уе ле туз 0,0232 
Be ee E ДЫЛЫ о E 0,0236 
Summa .......... 0,0733 g 
Nittel, u. 0,0244 g 


Die Extrakte erwiesen sich als reine Fettsäuren. 
Die petrolätherunlöslichen Ätherextrakte bei dieser Behand- 
Jung wogen: 


Probe 0,0038 g 
ge, ee, ae ee e ой 0,0039 
D, a сз. Se з 0,0044 

Summa .......... 0,0121 g 

Mittel. жу e жоош а 0,0040 g. 


Dieselben enthielten keine Fettsäuren. 
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Von der fehlenden Fettsäure 0,0463 g sind 0,0244 р = 52,7%, 
im Filtrationsrückstande wieder aufgefunden worden. Die Diffe- 
renz von 0,0219 р, welche von der ganzen Fettsäure 6,12%, aus- 
machen, konnten wir bei dieser Untersuchung nicht wieder auf- 
finden. | 

Wir haben demnach gefunden, daß das Ätherextrakt nach 
der direkten Verdauung für ein und dasselbe Fleischpulver 
21,8%, mehr beträgt, als die Menge des berechneten Neutral- 
fettes nach der direkten Verseifung. Von diesem Ätherextrakte 
bestehen jedoch nur 71,47%, aus Neutralfetten. Die übrigen 
28,53%, sind zumeist Verunreinigungen. Dieselben betragen 
demnach 39,9%, des im Ätherextrakte enthaltenen Neutralfettes. 
Trotzdem sind von der wahren Fettsäure noch 13%, der Be- 
stimmung entgangen. Über die Hälfte dieses Verlustes ist im 
gründlich extrahierten Filterrückstande erst durch Verseifung 
aufgefunden worden. Dieandere Hälfte war nirgends aufzu- 
finden. 


b) Wiederholung der direkten Verdauung des Fielschpuivers. 


In der vorhergehenden Untersuchung haben wir gesehen, daß 
bei der direkten Verdauung des Fleischpulvers etwa 13%, der 
Gesamtfettsäure der Bestimmung entgangen sind. Hiervon ist 
allerdings etwas über die Hälfte durch die Verseifung des Filter- 
rückstandes wieder gewonnen worden. Die übrigen 6%, waren 
indessen nirgends aufzufinden. Dieser Befund führte uns zur 
Vermutung, daß ein Teil freier Fettsäuren möglicherweise durch 
den Verdauungsprozeß selber in noch einfachere Produkte ge- 
spalten worden sei. Darum haben wir die Versuche noch einmal 
wiederholt. 

Von je 5,0 g der im Exsiccator aufbewahrten Proben R.Fl.P.I. 
wurden je 2 Proben 2x 24 Stunden, je 2 Proben 4x 24 Stunden 
und je 2 Proben 6x 24 Stunden bei 40°C mit Pepsinsalzsäure 
von obiger Zusammensetzung verdaut in der Erwägung, daß die 
Menge des Fettes um so geringer ausfallen würde, je länger die 
Verdauung dauerte, falls die Pepsinsalzsäure selber die Fähigkeit 
besäße, freie Fettsäure anzugreifen. Die Ausführungen der Ver- 
suche sind bis auf die Einzelheiten vollkommen gleich geblieben, 
wie bei den vorhergehenden Versuchen. 
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Ätherextrakte der Verdauungsrückstände wogen: 


























— | 
Versuchs- Menge der Äther- : Dauer der Verdauung | Mittel der 2 Proben 
| | 




















= 
Nummer eıtrakte | 
1 0,3465 g | 2х 94 Stunden 
2 0,3463 хм, 0:3204 8 
3 0,3352  AXM , 
4 0,3369 4х4, Ech 
5 0,3457 6x4 , 
0,3444 6х24 , Ви! 





Die Ausbeute des Ätherextraktes bei der Verdauung von 
2x 24 Stunden war allerdings größer als die bei der Verdauung 
von 4 х 24 Stunden. Die Ausbeute bei der letzteren war dagegen 
etwas geringer, als die bei der Verdauung von 6x 24 Stunden. 
Die Differenz ist jedenfalls klein und die Reihenfolge der an- 
scheinenden Fettabnahme zum Teil widersprechend, so daß es 
uns nicht gestattet ist, hieraus irgend einen bindenden Schluß 
zu ziehen. 

Alle obigen Ätherextrakte wurden leider aus Versehen ver- 
einigt und zusammen verseift, so daß ein genauer Vergleich der 
einzelnen Proben unmöglich wurde. Aber wegen des obigen Be- 
fundes erscheint uns dieser Vergleich überflüssig. 

Die mit Petroläther gereinigten Fettsäuren wogen in toto 
1,806 д. Demnach betragen die Fettsäuren im Ätherextrakte des 
Verdauungsrückstandes im Mittel 0,3010 g. 

Die Ätherextrakte der Verdauungsfiltrate (3 х 24 Stunden 
mit Äther extrahiert und 3x 5 Stunden bei 50°C getrocknet) 
wogen: 


Proß u.a 0,0945 g 
ы. e жок aD 0,1038 
жо SP д. з= окы 0,1010 
JJ Чой 0,1084 
SE вз, Ж. жор аса 0,1080 
er, Өзү 0,0904 
Summa .......... 0,6060 g 
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Dieselben wurden dreimal mit halb Volum Wasser geschüttelt. 
Die so gereinigten und getrockneten Ätherextrakte wogen jetzt: 


Probel 4... = & ж % 4.4 0,0031 g 
шойле р з 0,0030 
DEE, 0,0080 
йж. TE EEN 0,0066 

раа зала он 0,0039 
е 0,0049 
Summa .......... 0,0295 р 
Mittel: a r oo =з ж.ж 0,0049 g. 


Dieselben wurden nun mit Petroläther gereinigt. Die Petrol- 
ätherextrakte wogen: 


Probe д шша е шз жле -% 0,0015 р 

D Ои 0,0012 

m EE 0,0052 

Е FE RE 0,0032 

für e lan A а 0,0002 

жо Оше ао 0,0032 
Summa .......... 0,0145 g 
Mittel зн Б 0,0024 р. 


Dieselben erwiesen sich jetzt als reine Fettsäuren. Alle 
übrigen Filtratextrakte waren demnach Verunreinigungen. 

Das Gesamtätherextrakt beträgt nach der Verdauung im 
Mittel 0,4485 g (0,3425 р im Rückstande + 0,1010 g im Filtrat) 
für 5,0 g Fleischpulver. Hierin sind 0,3034 g reine Fettsäuren 
(0,3010 + 0,0024 g) enthalten. Wird die letztere mit dem Faktor 
1,046 in Neutralfett umgerechnet, so beträgt dasselbe 0,4474 р. 
Wird dasselbe gleich 100 gesetzt, so entspricht 0,4435 g Äther- 
extrakt 139,7%,. Demnach betragen die Verunreinigungen im 
Ätherextrakte nach der Verdauungsmethode 39,7%, des darin ent- 
haltenen Neutralfettes. Trotzdem fehlen noch 0,0544 р = 15,22%, 
Fettsäuren im Verdauungsätherextrakte, verglichen mit der nach 
der direkten Verseifung. 

Die bei 100° C getrockneten Verdauungsrückstände nach der 
Ätherextraktion wogen: 
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Dauer der Mittel von 
Verdauung 2 Proben 


Probe 1. . . 0,2524 g 
а, 0,3287 12x 24 St. 0,2906 р 
an 3 e 0,2388 Р 
4 0,2894 |4 x 24 St. 0,2641 р 
„ 5. 0,1912 
2, 7 lex 24 St. 0,2033 g 
Summa . . . 1,5153 g 


Gesamtmittel. 0,2526 g. 


Die Verdauungsrückstände nehmen allerdings um so mehr 
an Gewicht ab, je länger die Verdauung fortgesetzt wurde, ohne 
indessen einen nennenswerten Einfluß auf die Menge der Äther- 
extrakte auszuüben. 

Die Verdauungsrückstände wurden nun genau wie früher 
verseift. 

Die Ätherextrakte betrugen: 


Probe. 1 copes 0.0 0 2% % 0,0353 g 

бы. АЕ 0,0440 

& ne ж.е. el re de 0,0400 

a ee я 0,0366 

Di ee ж. ЖУТ 0,0362 

ы. Me ылы коюлу E 0,0392 
Summa .......... 0,2413 g 
Mittel! аал ш 0,0402 р. 


Die hieraus mit Petroläther gereinigten Fettsäuren betrugen: 


Probo Le кои 0,0264 g 
РИГЕ д^ шй 0,0295 
0,0260 
a a 0,0308 
РИ ОИУ 0,0288 
0,0306 

Summa .......... 0,1721 g 

Mittel. а ото 0,0287 g 


Von reinen Fettsäuren sind demnach für 5,0 е Pulver im 
Mittel gefunden worden: 
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1. 0,3010 g im Ätherextrakte des Verdauungsrückstandes, 
2. 0,0024 im Ätherextrakte des Verdauungsfiltrates, 
3. 0,0287 im Filtrationsrückstande erst nach der Ver- 
seifung 
Summa 0,3321 g. 


Das macht von der Gesamtfettsäure (0,3578g nach der 
direkten Verseifung) 92,79%, aus. Es fehlen semit noch 7,21% 
reiner Fettsäuren. 

Demnach betragen die Verunreinigungen im EEN 
auch nach diesem Versuche 39,7%, des im Ätherextrakte ent- 
haltenen Neutralfettes. Trotzdem sind noch 15,22%, wahrer Fett- 
säuren der Bestimmung entgangen. Über die Hälfte dieses Ver- 
lustes wurde im Filtrationsrückstande erst durch Verseifung ge- 
funden. Die andere Hälfte war auch bei diesem Versuche nirgends 
aufzufinden. 


с) Direkte Verdauung des Fielschpulvere mit Toluolzusatz. 


Durch die vorhergehende Untersuchung haben wir gesehen, 
daß die Pepsinsalzsäure auf freie Fettsäure nicht 'spaltend ein- 
wirkt. Wir hielten indessen es nicht für unmöglich, daß bei einer 
so langdauernden Verdauung die Wirkung der Mikroorganismen 
doch mitgespielt haben könnte, wodurch jener allerdings kleine 
Verlust an Fettsäuren erklärlich wäre. Daher haben wir hier eine 
Verdauung mit Toluolzusatz versucht. Nun haben M. Jakoby (16) 
sowie H. Conradi (17) gefunden, daß der Toluolzusatz Enzym- 
wirkung bedeutend herabsetzt. Deshalb haben wir bei diesem 
Versuche die Pepsinmenge auf 2%, vermehrt und die Dauer der 
Verdauung auf 5x 24 Stunden verlängert. 

Eine Kontrollprobe von 100 ccm 0,5prozentiger Salzsäure ` 
mit 2% Pepsin Grübler wurde im Flüssigkeitsextraktor 5 x 24 
Stunden mit Äther extrahiert. Das gereinigte Ätherextrakt wog 
0,0043 р. Als dasselbe darauf mit Petroläther gereinigt wurde, 
reduzierte es sich auf Null. 

Drei im Exsiccator aufbewahrte Proben von је 5,0 g Pulver 
wurden mit 100 ccm Pepsinsalzsäure obiger Zusammensetzung 
gut gemischt, darauf eine dicke Schicht Toluol zugesetzt, mit einem 
Uhrglas bedeckt und 5 x 24 Stunden im Wasserdigestor bei 40° С 
verdaut. Inzwischen wurde die Mischung öfters geschüttelt und 
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der Toluolzusatz noch zweimal erneuert. Vor der Filtration wurde 
dasselbe bis zum Verschwinden des Geruches verdunstet. 

Die getrockneten Filtrationsrückstände wurden 5 х 24 Stun- 
den im Soxhletschen Apparate mit Äther extrahiert. 

Die Ätherextrakte betrugen: 


Probe Tos а eg 0,3211 g 
e DE ae У Шош Ыз 0,3321 
ar EE E er 0,3076 
Summa .......... 0,9208 g 
Mittel . . 2.22 2 2000. 0,3203 g 


Bei der Filtration der Probe 3 hat das Filter einen kleinen Riß 
bekommen. Daher ist die Ausbeute des Ätherextraktes bei dieser 
Probe etwas geringer ausgefallen. Dementsprechend war jedoch 
das Filtratextrakt vermehrt, so daß es im Gesamtresultate keinen 
Verlust verzeichnete. Wie wir gleich sehen werden, war die Aus- 
beute im Filtrate bei diesen Versuchen überhaupt viel größer, 
als bei den vorhergehenden Versuchen. Dies rührt offenbar davon 
her, daß das Toluol, welches in geringer Menge im Wasser löslich 
ist, nicht vollkommen entwichen ist und daher bei der Filtra- 
tion etwas Fett mitgenommen hat. 

Bevor wir zur Verseifung der Ätherextrakte schreiten, haben 
wir versucht, festzustellen, ob die Ätherextrakte in nennenswerter 
Menge freie Fettsäuren enthielten, da die Zersetzung freier Fett- 
säure in noch einfachere Produkte wohl notwendig eine primäre 
Spaltung des Neutralfettes voraussetzt. Zu dem Zwecke wurden 
die getrockneten Ätherextrakte in Alkohol aufgelöst, mit je 0,005 g 
Phenolphthalein in alkoholischer Lösung versetzt und mit ?/,, alko- 
holischer Natronlauge genau titriertt. Der Verbrauch betrug bei 
der Probe 1 2,1 cem und bei der Probe 2 1,8 ccm ”/io-Lauge. Als- 
dann wurde Alkohol bis auf ca. 5 ccm verdunstet mit etwa 
100 ccm absoluten Äthers übergossen und über Nacht stehen ge- 
lassen. Der ganz geringe Bodensatz wurde durch Asbest vom 
Äther getrennt, mit Äther gründlich ausgewaschen. Der Boden- 
satz sowie die Flocken im Asbestfilter wurden mit heißem Wasser 
aufgenommen und im Scheidetrichter bei saurer Reaktion mit 
Äther geschüttelt. Das Ätherextrakt wurde mit Petroläther ge- 
reinigt. 
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Es wog 
bei der Probe 1 . ..... 0 
у. ЧЁ a ЩЕ 0,0006 g. 


Die Menge der freien Fettsäure war demnach äußerst gering, 
woraus folgt, daB eine Spaltung des Neutralfettes durch Pepsin- 
salzsäure nicht stattgefunden hat. Selbst unter Berücksichtigung 
des Umstandes, daß ein Teil der Ölseife möglicherweise in Äther 
aufgenommen worden sei, erscheint uns die obige Schlußfolgerung 
als berechtigt. 

Die Ätherextrakte wurden nun wie sonst verseift und die 
zerlegten Fettsäuren mit Petroläther gereinigt. Zur Probe 2 wurde 
die Fettsäure der Seife mitgerechnet. 

Die reinen Fettsäuren wogen: 


Probe eng 2 2.02 2: % 0,2875 g 
Ba, ECH 0,2840 
За иы дЫ 0,2727 

Summa .......... 0,8442 g 

Mittel: .......... 0,2814 g 


Alle Verdauungsfiltrate wurden im Flüssigkeitsextraktor 
6x 24 Stunden mit Äther extrahiert und die gereinigten Äther- 
extrakte bei 50° С getrocknet. 

Dieselben betrugen: 


Ргһбе1.......... 0,1300 g 
ng, dene 0,1005 
Е" 0,1879 

Summa . 2.2.22 2200. 0,3684 g 

Mittel ..... ...... . 0,1228 р. 


Die Ätherextrakte wurden alsdann mit Petroläther gereinigt. 
Die Petrolätherextrakte betrugen: 


Ргобе1.......... 0,0100 g 
ж Ше баж иж жн 0,0058 
к. Den иге ж-д н 0,0265 
Summa .......... 0,0423 g 
Mittel .......... 0,0141 g. 


Die Ausbeute war wegen des Toluolzusatzes viel größer als 
bei den vorhergehenden Versuchen. 
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Die Filterrückstände mitsamt Papier wurden wie gewöhn- 
lich verseift und die zerlegten Fettsäuren mit Petroläther ge- 
reinigt. 

Dieselben wogen: 


Probe: I a 0-2 и 2 we & 0,0300 g 
ED ш Ba Eu Ei 0,0240 
К ТОТОУ 0,0330 
Summa ... ЧИР 0,0870 g 
Mittel .......... 0,0290 g 


Demnach sind bei diesem Versuche im Mittel aufgefunden 
worden: 


Ausbeute für Mit Petroläther ge- 

je 50 g Р. aberes akt reinigte Каша 
Verdauungsrückstand . 0,3203 g 0,2814 g 
Verdauungsfiltrat. . . 0,1228g 0,0141 g 
Summa ....... 0,4413 g 0,2955 g 


Wird die Fettsäure mit dem Faktor 1,046 in Neutralfett um- 
gerechnet, so beträgt dasselbe 0,3090 g. Wird diese als Einheit 
gleich 100 gesetzt, so entsprechen 0,4431 g 143,1% des berechneten 
Neutralfettes. Demnach betragen die Verunreinigungen im Äther- 
extrakte bei diesem Versuche 43,1%, des darin enthaltenen Neu- 
tralfettes. Trotzdem sind 0,0623 g = 17,41%, der Fettsäuren der 
Betimmung entgangen. Von diesem Defizit sind 0,0290 g = 5,1% 
im Filtrationsrückstande erst durch Verseifung gefunden worden. 
Die übrigen 0,0333 g = 9,3%, der Fettsäuren waren nirgends auf- 
zufinden. 


d) Verdauung des Fieischpulvers mit vorhergehender Ätherextraktion. 

Alle bisherigen Verdauungsversuche sind ohne vorhergehende 
Ätherextraktion direkt angestellt worden. Daher haben wir bei 
diesem Versuche, genau der Vorschrift von С, Dormeyer fol- 
gend, der Verdauung eine kurzdauernde Ätherextraktion voran- 
geschickt. Die Resultate der Äthervorbehandlung stellen gleich- 
sam diejenigen der Fettbestimmungsmethode von Soxhlet resp. 
E. Voit dar. Leider konnte dieser Versuch mit den vorhergehen- 
den Versuchen im strengen Sinne nicht verglichen werden, weil 
wir zu diesem Versuche ein anderes Fleischpulver benutzen mußten, 
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da die im Exsiccator aufbewahrten Proben von R.Fl.P.I. zu den 
bald zu beschreibenden Verseifungsversuchen nach v. Lieber- 
mann-Szekely aufgebraucht worden waren, welche zeitlich 
früher, wie dieser Versuch, angestellt worden sind. Der durch 
Fleischhackmaschine öfters getriebene Fleischbrei eines anderen 
Rindes wurde genau auf früher beschriebene Weise unter Alkohol- 
zusatz getrocknet und pulverisiert. Die durch ein Drahtsieb 
von 0,25 mm? Maschenweite getriebene Pulvermasse wog luft- 
trocken in toto 951 g (R.FI.P.II.). 

Zum Zwecke des genauen Vergleiches wurden 3 Proben von 
je 3,0 g nach unserer Methode direkt verseift. 

Die mit Petroläther gereinigten Fettsäuren betrugen: 


Probe I = y ез 82% % 0,3572 р 
ә. 0,3584 р 
D, И ae 0,3571 р 
Summa .......... 1,0727 g 
Mittel! ` 20. ння 0,3578 р 


Ganz unerwarteterweise wurde demnach absolut gleiche Zahl 
für die Fettsäuren, wie früher, erhalten, aber hier für 3,0, dort für 
5,0 g Pulver. Prozentisch enthält demnach dieses Fleischpulver 
bedeutend mehr Fett, als R.Fl.P.I. Wird die Fettsäure mit dem 
Faktor 1,046 in Neutralfett umgerechnet, so beträgt dasselbe 
0,3743 р. Demnach enthält dieses Fleischpulver 12,477% Neutral- 
fett gegenüber 7,486% in R.FI.P.I. 

Genau 3,0 g Pulver wurden bei 100° C eine Stunde getrocknet 
und gründlich pulverisiert. Alsdann wurde das Pulver im Heiß- 
extraktor 6 Stunden mit absolutem Alkohol extrahiert und hier- 
aus der Ätherextrakt dargestellt. Das gereinigte Ätherextrakt wog 
0,4396 g. Dasselbe wurde verseift. Die hieraus mit Petroläther 
gereinigte Fettsäure wog 0,3570 g. Durch gründliche Pulveri- 
sierung hat die Alkoholmethode hier sämtliche Verbindungen mit 
Fettsäureradikalen fast quantitativ in den Ätherextrakt überge- 
führt. Wird die Fettsäure als Neutralfett berechnet, so beträgt das- 
selbe 0,3743 р. Demnach machen die Verunreinigungen hier 17,49%, 
des im Ätherextrakte enthaltenen Neutralfettes aus, selbst unter 
Weglassung der aus dem Phosphorgehalte zu berechnenden Leci- 
thinmenge, während dieselben für R. FI. P. I. bei gleicher Behand- 
lung 31,56% des Neutralfettes bilden. Hieraus folgt, daß die 
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prozentische Relation der Verunreinigungen zu dem Neutralfette 
im Ätherextrakte um so geringer ausfällt, je mehr der Fettgehalt 
in einem Fleischpulver zunimmt. Dieses Fleischpulver enthält 
demnach wegen hohen Fettgehaltes relativ weniger Verunreini- 
gungen im Ätherextrakte als R.Fl.P.1. 

Nach diesen Voruntersuchungen schritten wir zu den eigent- 
lichen Versuchen. 

30,0 g lufttrocknen R.Fl.P.II. wurden im Soxhletschen 
Apparate 6 Stunden mit Äther extrahiert. Die ätherische Lösung 
wurde durch Asbest in einen Meßkolben von 500 ccm Rauminhalt 
filtriert, gut gewaschen und mit Äther bis zur Marke aufgefüllt. 

Durch besondere Vorrichtung wurden hieraus 9 Proben von 
je 50 ccm genau abpipettiert. 3 Proben von је 50 ccm Äther- 
lösung, entsprechend 3,0 g Fleischpulver, wurden bei 50°C bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Dieselben wogen: 


Probe I.......... 0,3676 р 
а аа 0,3670 
J 0,3668 
Summa . . 2.22.2200. 1,1014 g 
Mittel .......... 0,3671 g. 


30 g Pulver enthalten demnach 3,671 g = 12,237% Äther- 
extrakt. 


Die Ätherextrakte wurden verseift. Die hieraus mit Petrol- 
äther gereinigten Fettsäuren wogen: 


Probe 1 5. 0,3294 g 
с NEE 0,3294 
0,3308 

Summa шж 0,9896 g 

Mittel. 2.5. KE a шә 0,3299 g. 


Wird diese Fettsäure auf Neutralfett umgerechnet, so beträgt 
dasselbe 0,3450 g. Dieses so berechnete Neutralfett beträgt 93,99% 
des Ätherextraktes. Demnach sind Verunreinigungen nur in ge- 
ringer Menge vorhanden. Die Natur der fehlenden 6,01% wird 
nach Stickstoff- und Phosphorbestimmung des Ätherextraktes be- 
trachtet. 

Biochemische Zeitschrift Band VIII. 20 
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2 Proben von je 0,3671 g Ätherextrakt ergaben genau über- 
einstimmend 0,00105 g Stickstoff = 0,286%, des Extraktes. Aus 
diesem Stickstoff berechnet sich 0,0604 g Distearyllecithin mit 
0,0425 g Stearinsäure. Ніегпасһ würde die Lecithinmenge im 
Ätherextrakt 16,46%, betragen, wenn der Stickstoff im Äther- 
extrakte sich ganz in Form von Lecithin vorfände. 

Eine Probe von 0,3671 g Ätherextrakt ergab nach der Molyb- 
dänsäuremethode 0,00806 g Me, PO. = 0,0585 р Distearyllecithin 
= 15,92%, des Ätherextraktes. 

Eine Probe von 0,3671 g Ätherextrakt wurde mit etwa 80 ccm 
Aceton, das zwischen 56—58° С überdestilliert war, übergossen 
und 3 Tage stehen gelassen. Alsdann wurde es abfiltriert und 
mit Aceton ausgewaschen. Das Acetonfiltrat wurde verdunstet, 
gut getrocknet und noch einmal mit Aceton aufgenommen. Es 
löste sich jedoch vollkommen auf. Sowohl das Extrakt wie 
der Niederschlag wurde getrennt auf Phosphorgehalt unter- 
sucht. 

Der Acetonniederschlag wog 0,0417 g und enthielt nur 0,003 g 
Ме,Р,О, = 0,00084 g Phosphor = 0,02176 g Lecithin, entsprechend 
52,2%, des Acetonniederschlages. Von dem Gesamtätherextrakt 
beträgt die Lecithinmenge hiernach nur 5,928%,. 

Das Acetonfiltrat wog nach dem Verdunsten 0,3152g und 
ergab 0,0088 e Mg,P,O, = 0,0011 g Phosphor = 0,0276 g Lecithin. 
Von dem Gesamtphosphor sind 55,82%, d. h. über die Hälfte ins 
Acetonfiltrat übergegangen. Die allgemeine Ansicht, daß das 
Lecithin in Aceton ganz unlöslich sei, ist wiederum hiermit als 
ganz irrig erwiesen worden. Einerseits löste sich über die Hälfte 
der Phosphorverbindung des Ätherextraktes in Aceton auf; 
andererseits bestand über die Hälfte des Acetonniederschlages aus 
ganz anderen nicht phosphorhaltigen Verbindungen. Demnach 
wurde mit Sicherheit festgestellt, daß die bisher gebräuchliche 
Methode der Lecithinbestimmung im Ätherextrakte durch Aceton- 
fällung ganz unrichtig ist. Man hat aber auch keinen bindenden 
Beweis dafür, daß der Phosphor im Ätherextrakte sich nur in 
Form von Lecithin vorfindet. Noch weniger begründet ist die 
Berechnung der Lecithinmenge aus dem Stickstoffgehalte des 
Ätherextraktes. Wir haben somit gegenwärtig keine zuverlässige 
Methode der Lecithinbestimmung im Ätherextrakte überhaupt. 
Wir nehmen indessen vorläufig an, daß die Phosphorverbindung 
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des Ätherextraktes nur in Lecithin bestehe. Die aus dem Ge- 
samtphosphor berechnete Lecithinmenge beträgt dann in 0,3671 g 
Ätherextrakt 0,0585 g = rund 16%. Darin sind 0,0412 g Stearin- 
säure enthalten. 

Wir haben nun oben gesehen, daß die mit Petroläther ge- 
reinigte Fettsäure im Ätherextrakte (0,3671 g) 0,3299 g betrug. 
Wird hiervon die Menge der Fettsäure im Lecithin abgezogen und 
die Differenz auf Neutralfett umgerechnet, so weiß man jetzt die 
Menge von Neutralfett und Lecithin im Ätherextrakt. Sonach 
beträgt die Menge des Neutralfettes (0,3229 — 0,0412) x 1,046 
= 0,3012 g und die des Lecithins 0,0585 р und beide zusammen 
0,3567 g (Fettarten). Das macht von 0,3671 g Ätherextrakt 98%, 
aus. Nach diesen Betrachtungen sind die einfachen Ätherextrakte 
dieses Fleischpulvers mit dem Soxhletschen Apparate so rein, 
daß sie nur etwa 2%, Verunreinigungen enthalten. 

Nach der direkten Verseifung ist die Menge der reinen Fett- 
säuren für 3,0 g dieses Fleischpulvers zu 0,3578 р festgestellt 
worden. Hiervon ist 0,3289 g Fettsäure = 92,19%, durch ein- 
fache Ätherextraktion ausgezogen worden. Demnach muß noch 
0,0279 g Fettsäure = 7,81%, im Pulverrückstande zurückgehalten 
sein, auf deren Feststellung die hierauf folgende Verdauung ge- 
richtet ist. 


Verdauung des mit Ather extrahierten Fleisches. 


Der Pulverrückstand nach der Soxhletschen Ätherextrak- 
tion wurde vom Äther befreit und bei 100° C kurze Zeit getrocknet 
und gleichmäßig vermischt. Im lufttrocknen Zustande wog der- 
selbe in toto 25,648 g. Demnach fand durch die Ätherextraktion 
eine Gewichtsabnahme von 4,3519 g statt. 

Entsprechend 3,0 g des ursprünglichen Fleischpulvers wurden 
mehrere Proben von je 2,5684 g hintereinander genau abgewogen. 
Hiervon wurden 3 Proben mit je 100 ccm Pepsinsalzsäure von 
0,5% HO und 0,3% Pepsin Grübler 2 х 24 Stunden bei 40° С 
verdaut. Die Filtration geschah durch absolut fettfreies Papier. 
Sowohl der bei 100° C einige Stunden getrocknete Filterrückstand 
wie das Filtrat wurde 2x 24 Stunden mit Äther extrahiert. Die 
beiden Ätherextrakte wurden gereinigt und 3 х 5 Stunden bei 
50°C getrocknet. 

20* 
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Dieselben betrugen: 


Versuchs- Ätherextrakt Ätherextrakt | нае 
nummer im Rückstande im Filtrate 







0,0597 
0,1814 
0,0605 g 
0,0493 | 0,0605 










0,0335 g 
0,0112 





Demnach beträgt das Ätherextrakt nach der Verdauung 
0,0605 g für 3,0 g Pulver = 16,54%, des berechneten Gesamtfettes, 
während dasselbe nach der obigen Berechnung 8,14%, betragen 
sollte. 

Die Ätherextrakte wurden verseift und die Fettsäuren mit 
Petroläther gereinigt. 

Dieselben betrugen: 


Versuchs- Fettsäuren im Äther- | Fettsäuren im Äther- 
nummer extrakt des Rückstandes| extrakt des Filtrates 


Summa 





Das Ätherextrakt enthielt in Wahrheit nur 0,0109 р Fett- 
säure = 0,0114 g Neutralfett im Mittel. Demnach bestehen von 
dem Ätherextrakte der Fleischrückstandverdauung nur 18,85%, 
aus Fettsubstanzen. Die übrigen 81,15%, sind also Verunreinigun- 
gen. Trotzdem sind 0,0170 g = 61% derjenigen Fettsäuren der Be- 
stimmung entgangen, welche im Fleischrückstande enthalten sein 
müßten. 

Die gründlich mit Äther extrahierten Verdauungsrückstände 
nebst der Filterpapiere wurden dreimal je eine Stunde mit 50 ccm 
n/ o-Lauge auf dem Wasserbade zerkocht. Die mit Säure zer- 
legten und mit Äther aufgenommenen Fettsäuren wurden dann 
mit Petroläther gereinigt. 
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Dieselben wogen: 


Probe 1... a u u % н 0,0123 g 
re 0,0119 
ж. Ө GE 0,0124 

Summa .......... 0,0366 g 

Mittel .......... 0,0122 g. 


Demnach sind durch die Verseifung des Filterrückstandes 

0,0122 g Fettsäure = 72% der Restfettsäure wieder erhalten 
worden. 
Fr. N. Schulz (18), welcher die Ätherextrakte der einzelnen 
Organe bei den ungenügend ernährten und stark abgemagerten 
Hunden nach der Verdauungsmethode von C. Dormeyer be- 
stimmt hat, bezeichnet das durch Äthervorbehandlung gewonnene 
als das primäre und das durch nachträgliches Verdauen gewonnene 
Extrakt als das sekundäre Fett. Dabei hat Fr. N. Schulz ge- 
funden, daß die Menge des sekundären Fettes bei fettarmen Or- 
ganen trotz sorgfältiger Pulverisation desselben vor der Äther- 
extraktion die des primären sogar übersteigen kann. Diesem 
Vorschlage von Fr. N. Schulz folgend, fassen wir die Resultate 
unserer Versuche hier noch einmal zusammen, indem wir für den 
Ausdruck ‚Fett‘ „Ätherextrakt‘“ einsetzen: 














Sekundäres Äther- 
extrakt (Extrakt von 
Verdauungsrückstand 
u. -Filtrat zusammen) 






Primäres Äther- 
extrakt in 30 g 
Fleischpulver 






Versuchsnummer 












0,4310 g 
0,4267 
0,4251 














Summa 0,1814 g 1,2828 g 
Mittel 0,0605 0,4276 
In Prozenten 





des Gesamtextraktesö 85,84%, 14,16 %/, 100% 


Demnach beträgt das sekundäre Ätherextrakt wegen des 
hohen Fettgehaltes 14,16%, des Gesamtextraktes. 

Stellt man diesen Vergleich im Werte der Fettsäuren an, so 
gestaltet sich derselbe folgendermaßen: 
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Summa 

Mittel 0,3407 
In Prozenten der 
Gesamtfettsäuren 100%, 


Demnach enthält das sekundäre Ätherextrakt nur 3,2%, der 
Gesamtfettsäuren, gegenüber 14,16% im Werte des Ätherextraktes. 
Auch nach dieser Betrachtung besteht somit das sekundäre Äther- 
extrakt zu über 76%, aus Verunreinigungen. 

Was das Gesamtresultat dieser Versuche betrifft, so beträgt 
das Ätherextrakt in toto 0,4276 g mit 0,3407 g Fettsäuren. Werden 
die letzteren mit dem Faktor 1,046 auf Neutralfett umgerechnet, 
so beträgt dasselbe 0,3663 g, entsprechend 83,35%, des Äther- 
extraktes. Demnach beträgt die Verunreinigung im Ätherextrakt 
16,7%, des darin enthaltenen Neutralfettes. Es fehlen nun noch 
0,0170 g Fettsäuren für 3,0 g Pulver, entsprechend 4,75% der 
Gesamtfettsäuren. 


Schlußwort zu den Verdauungsversuchen. 


Vergleichende Untersuchungen der Verdauungsmethoden 
haben uns sehr überraschende Resultate ergeben, daß die Menge 
der Ätherextrakte nach der direkten Verdauung von H. PLP. und 
R.Fl.P.I. etwa 40%, mehr beträgt, als die des aus den in ihnen 
enthaltenen hohen Fettsäuren berechneten Neutralfettes. Dieser 
Mehrbetrag muß zum großen Teil als Verunreinigungen betrachtet 
werden. Trotzdem fehlen etwa 15%, der wahren Fettsäuren in 
jenen Ätherextrakten, wenn man den nach der direkten Ver- 
seifung desselben Fleischmaterials gewonnenen Wert zugrunde legt. 

Noch auffälliger waren die Resultate der Verdauungsmethode 
nach C. Dormeyer. Das sogenannte sekundäre Fett nach 
Ег. №. Schulz, d. h. das durch die Verdauung gewonnene Äther- 
extrakt des Fleischrückstandes nach der vorangegangenen ein- 
fachen Ätherextraktion bestand bei В. PL P. II. über 80%, aus Ver- 
unreinigungen. Trotzdem sind 60,1%, der wirklichen Fettsäuren, 
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welche im Fleischrückstande zurückgehalten waren, der Ver- 
dauung entgangen. 

Als Nebenresultate haben wir bei diesen Untersuchungen 
festgestellt, daß die Pepsinsalzsäure selber weder auf Neutralfette 
noch auf Fettsäuren spaltend einwirkte, entsprechend den Be- 
funden der meisten bisherigen Untersuchungen. 

Bei den Verdauungsversuchen von Н.Е.Р. konnten wir die 
fehlenden Fettsäuren durch die nachträgliche Verseifung der 
Filterrückstände in toto wieder gewinnen, während die anschei- 
nend gleiche Behandlung bei К.Е. Р.І. und II. 4,75—9,3%, der 
Fettsäuren vermissen ließen. Genaue Betrachtungen der beiden 
Versuchsreihen haben uns endlich zur Erkenntnis geführt, daß 
zwischen beiden in bezug auf die nachträgliche Verseifung der 
Filterrückstände ein großer Unterschied vorhanden war. Während 
wir bei H.Fl.P. die Filterpapiere mitsamt Rückständen dreimal 
mit је 100 ccm ®/,,-Natronlauge, dann noch zweimal mit alkali- 
schem Alkohol auskochten, haben wir bei R. FI. Р.І. und II. die- 
selben nur zwei- bis dreimal mit ”/ „"Lauge behandelt. Die nach- 
trägliche Behandlung der Filterpapiere mit alkalischem Alkohol 
ist ganz ausgeblieben. Hiermit ist das Rätsel gelöst, warum 
wir bei allen späteren Verdauungsversuchen im Mittel etwa 7% 
wahrer Fettsäuren bei der Verseifung vermißten. 

Der Gedanke der peptischen Aufschließung des Fleischpulvers 
zur genauen Fettbestimmung desselben, welcher von E. Pflüger 
ausgegangen ist, hat zwar theoretisch berechtigten Grund. Aber 
bei der Ausarbeitung der Methode hat C. Dormeyer zweifache 
Fehlerquellen verkannt. Der am Ende der Verdauung regelmäßig 
auftretende flockige Niederschlag reißt bekanntlich fast sämt- 
liches frei gewordene Fett mit. Bei der darauffolgenden Extrak- 
tion des Filterrückstandes mit Äther wird das eingeschlossene 
Fett niemals vollständig herausgezogen, selbst bei eingeschlossenem 
Trocknen bei 100°C. Wir konnten, wie eben gesehen, das nach 
der Ätherextraktion zurückgehaltene Fett nur durch gründliche 
Verseifung der Filterrückstände mitsamt Papier zuerst mit 
wässeriger, dann mit alkoholischer Lauge erst quantitativ heraus- 
holen. Die Menge der so hartnäckig zurückgehaltenen Fettsäuren 
betrug dabei mehr als diejenige im sekundären Ätherextrakte ins- 
gesamt. С. Dormeyer ist dieses Verhalten unbekannt geblieben. 
Andererseits erklärt C. Dormeyer das Ätherextrakt des Ver- 
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dauungsfiltrates als reines Fett, indem die daraus isolierten Fett- 
säuren fast dem theoretischen Werte der Oleo-palmito-stearate 
entsprechen sollen. Allein nach unserer Untersuchung hat es 
sich herausgestellt, daß dasselbe zum großen Teil aus Milchsäure 
und anderen noch unbekannten Ätherextrakten besteht. Die wirk- 
lichen hohen Fettsäuren sind darin in der Regel in einer so kleinen 
Menge enthalten, daß sie für gewöhnliche Analyse ohne nennens- 
werten Fehler vollkommen vernachlässigt werden können. Hier- 
aus ist es erklärlich, daß das sogenannte sekundäre Fett nach 
unserer Untersuchung über 80%, aus Verunreinigungen bestand. 
Allerdings ist hierzu zu bemerken, daß die Ätherextraktion des 
Verdauungsfiltrates mittels unseres Flüssigkeitsextraktors wegen 
längerer Extraktionsdauer viel energischer erfolgte, als die Ex- 
traktion im Scheidetrichter bei 4—5 maligem Schütteln mit Äther. 
Infolge hiervon könnte bei unseren Versuchen aus dem Filtrate 
mehr Ätherextrakt als bei C. Dormeyer gewonnen und da- 
durch die Menge der ätherlöslichen Verunreinigungen vergrößert 
worden sein. 


Versuchsreihe 4. 
Petroläther nach W. Glikin. 


Zu diesem Versuche wurden ebenfalls R.F1.P.II. benutzt. 
W. Glikin hat das Fleischmehl vor der Extraktion mehrere Tage 
im Vakuum bei 60—65° С getrocknet, bis es nur noch 1,5%, Wasser 
enthielt. Vor dem Versuche wurde die Patrone mit Fleischmehl 
noch ca. 2 Stunden im Trockenschrank getrocknet. Das so ge- 
trocknete Fleischmehl hat W. Glikin 72 Stunden mit Petrol- 
äther extrahiert. Wir haben genau 30,0g R.Fl.P.II. in einer 
flachen Schale ausgebreitet 5 Stunden bei 50° C getrocknet. Dann 
wurde dasselbe im Vakuumexsickator mit Chlorkalcium 89 Stunden 
getrocknet, indem wir den Exsickator täglich von neuem eva- 
kuierten. Alsdann wurde das Pulver mit drei Soxhletschen 
Apparaten gleichzeitig mit Petroläther extrahiert. Die Extrak- 
tion dauerte 3 X 24 = 72 Stunden ununterbrochen fort. Eine 
kleinere Kontrollprobe von 4,5g Fleischpulver wurde genau 
ebenso mit der Hauptmasse zusammen nebeneinander getrocknet. 
Diese Probe zeigte eine Gewichtsabnahme von 2,08%. Alsdann 
wurde dieselbe für sich noch 41/, Stunden bei 100° С getrocknet. 
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Das Pulver wurde etwas gebräunt und zeigte abermals eine Ge- 
wichtsabnahme von 1,89%. Demnach sollte nach der gewöhn- 
lichen Ansicht die Hauptmasse vor der Extraktion ebenfalls noch 
са. 2%, Wasser enthalten. Wir halten indessen die letztere Gewichts- 
abnahme mit Bräunung des Pulvers nicht für die einfache Wasser- 
verdunstung, sondern für die beginnende Zersetzung desselben 
infolge der Erhitzung. Die Hauptmasse dürfte vielmehr richtigeı 
als annähernd wasserfrei angesehen werden. 

Der gesamte Petroläther wurde durch Asbest in einen Meß 
kolben von 500 ccm Rauminhalt abfiltriert, nach dem gründlichen 
Auswaschen mit Petroläther bis zur Marke aufgefüllt und gut 
gemischt. Hiervon wurden durch besondere Vorrichtung 9 Proben 
von je 50 ccm abpipettiert. 

3 Proben davon wurden verdunstet und bei 50°C bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. Alle Proben stimmten vollständig 
überein und wogen genau je 0,3500 g. 

Dieselben wurden für sich verseift und die mit Äther auf- 
genommenen Fettsäuren schließlich mit Petroläther gereinigt. 

Dieselben wogen: 


Probe 1.......2 20. 0,3181 g 
з “ыу. жыз н 0,3174 
0 RE ET 0,3182 

Summa . .. 2.22 2 20. 0,9537 g 

Mittel . . . 2 2 2 2 2 20. 0,3179 g. 


Wird dieselbe mit dem Faktor 1,046 in Neutralfett umge- 
rechnet, so entspricht dieselbe 0,3325 g. Wird diese als Einheit 
gleich 100 gesetzt, so beträgt das Gesamtätherextrakt für 3,0 р 
:105,3%. Dieses Plus von 5,3%, muß demnach anderen Verbin- 
dungen angehören. 

Zwei genau übereinstimmende Analysen ergaben 0,00125 g 
Stickstoff für 0,35 g Extrakt = 0,36%. Wird dieses ganz als 
Distearyllecithin berechnet, so beträgt die Menge desselben 0,072 g 
= 20,5%, des Extraktes. 

Eine Probe wurde nach der Molybdänsäuremethode auf Phos- 
phorgehalt untersucht. Es ergab sich für 0,35 g Extrakt 0,0064 g 
Mg,P,O, = 0,00178 g Phosphor = 0,0464 g Distearyllecithin, ent- 
sprechend 13,26%, des Petrolätherextraktes. 
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Eine Probe getrockneten Extraktes wurde mit ca. 100 ccm 
Aceton übergossen und öfters gut gemischt. Nach einer Woche 
wurde es abfiltriert und mit Aceton gut ausgewaschen. 

Der Acetonrückstand wog 0,0263 g. Derselbe ergab 0,0036 g 
Mg,P,0, = 0,001 g Phosphor = 0,0261 р Distearyllecithin, ent- 
sprechend 7,456%, des Gesamtextraktes. Die Menge des Aceton- 
niederschlages und die des aus dem Phosphorgehalte berechneten 
Lecithins stimmte diesmal fast vollkommen überein. 

Das Acetonextrakt wog 0,3223 g und gab 0,0028 g Mg,P,O, 
= 0,0008 g Phosphor = 0,0203 g Lecithin, entsprechend 5,8%, des 
Gesamtextraktes. 

Dieser Versuch beweist wiederum zum Überfluß, daß ein 
beträchtlicher Teil von Lecithin (43,8%) im Aceton gelöst ist. 

Wird die aus dem Gesamtphosphor berechnete Lecithinmenge 
0,0464 g = 13,26%, als die wirkliche angenommen, so enthält die- 
selbe 0,0008 g Stickstoff und 0,0327 g Stearinsäure. Demnach ge- 
hören von jenem Stickstoff (0,36%) 0,131%) zu den Verun- 
reinigungen. 

Wird von 0,3179 g Fettsäuren die im Lecithin enthaltene 
Fettsäure 0,0327 g abgezogen und der Rest auf Neutralfett um- 
gerechnet, so weiß man jetzt die Menge von Neutralfett und 
Lecithin. Die Summe der beiden beträgt 0,3447 g. Wir haben 
für 3,0 g Pulver 0,35 g Petrolätherextrakt gefunden. Wird jener 
als Einheit gleich 100 gesetzt, so beträgt diese 101,590. Dem- 
nach enthält das Petrolätherextrakt nur 1,5%, Verunreinigungen. 
Wie W. Glikin auch betont, besteht das Petrolätherextrakt auch 
bei diesem Fleischpulver aus fast reinen Fettkörpern. 

Nun haben wir für 3,0g dieses Fleischpulvers nach der 
direkten Verseifung 0,3578 g reine Fettsäuren gefunden, während 
im Petrolätherextrakt nur 0,3179 д Fettsäuren enthalten waren, 
Die Differenz beträgt demnach 11,14%, der Gesamtfettsäuren. 

Wenn auch demnach das nach der Methode von Glikin dar- 
gestellte Petrolätherextrakt sich durch seine Reinheit auszeichnet, 
so werden leider 11,14%, vom Werte der hohen Fettsäuren bei dieser 
Methode vernachlässigt. Daher darf auch diese Methode im 
strengen Sinne nicht als eine quantitative Fettbestimmungs- 
methode bezeichnet werden. 
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Versuchsreihe 5. 
Verseifungsmethode von L. v. Liebermann und S. Székely. 


Es sind die Methoden von v. Liebermann-Sze&kely und 
die von uns dem Grundprinzip nach insofern dieselben, als bei 
beiden Methoden das Organpulver direkt mit starker Lauge zer- 
kocht wird, und die in demselben enthaltenen Fettarten hier- 
durch vollständig gespalten und schließlich die durch Säurezusatz 
in Freiheit gesetzten Fettsäuren in Petroläther aufgenommen 
werden. Ein Unterschied zwischen beiden besteht jedoch darin, 
daßv.Liebermann-Sze&ekelyeinenaliquoten Teil deszugesetzten 
Petroläthers mit alkoholischer Kalilauge titriert und aus der ge- 
trockneten Seife die Menge der hohen und niedrigen Fettsäuren 
zusammen als Triglyceride berechnet, während wir flüchtige Fett- 
säuren ganz außer acht lassen und nur hohe Fettsäuren berück- 
sichtigen, und zwar die letzteren in reiner Form ohne jeglichen 
Verlust gewichtsanalytisch feststellen. Demnach gestaltet sich 
der Gang der Ausführungen selber bei beiden Methoden ganz 
anders. 

Um die Methode von v. Liebermann-Szekely einer ein- 
gehenden Kritik zu unterwerfen, ist ihre kurze Beschreibung hier 
unerläßlich. 

у. Liebermann-Sz&kely empfehlen zur Ausführung ihrer 
Methode einen besonders hierzu konstruierten weit- und lang- 
halsigen Kolben, welcher bis zur Mitte des Halses 290 ccm faßt, 
und deren Mündung sowie Halsteil einen Durchmesser von 3,6 cm, 
haben. Man kocht in demselben 5g Substanz mit 30 ccm 50 pro- 
zentiger Kalilauge eine halbe Stunde auf einem Asbestdrahtnetze. 
Nach dem Abkühlen werden 30 ccm Alkohol zugesetzt und kurze 
Zeit wieder erwärmt. Hierauf werden 100 ccm 20 prozentiger 
Schwefelsäure in der Kälte hinzugefügt. Alsdann wird nach völliger 
Erkaltung mit 50 ccm Petroläther versetzt und mit Kork- oder 
Kautschukpfropfen gut verschlossen, dreißigmal in einer Dauer von 
10 Sekunden und in Intervallen von 1—2 Minuten tüchtig ge- 
schüttelt. Nun wird der Kolbeninhalt mit gesättigter Kochsalz- 
lösung so weit aufgefüllt, daß das obere Flüssigkeitsniveau bis zur 
Marke reicht und dann noch ein paarmal geschüttelt. Von der gut 
getrennten Petrolätherschicht werden 20 ccm abpipettiert, mit 
40 ccm Alkohol versetzt und unter Zusatz von 1 ccm 1 prozentiger 
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alkoholischer Phenolphthaleinlösung (0,01 р) mit ?/,, alkoholischer 
Kalilauge titriert, verdunstet, getrocknet und gewogen. Aus der 
Menge der Seife (5) und der verbrauchten #/ „Kalilauge (К) wird 
der Prozentgehalt des Fettes (F) für die benutzte Substanz (а) 
nach der folgenden Formel berechnet: 


— E — 0,01 — PA 


Die Richtigkeit dieser Methode setzt stillschweigend folgende 
Behauptungen voraus: 

1. Die Menge des zugesetzten Petroläthers darf nach der 
Durchschüttelung weder eine Zu- noch eine Abnahme seines Vo- 
lumes erleiden, geschweige denn eine Verdunstung desselben 
stattfinden. 

2. Die freigemachten Fettsäuren müssen vollständig von 
Petroläther aufgenommen werden und dürfen nicht zum mindesten 
im voluminösen Niederschlage mechanisch zurückgehalten sein. 

3. Die flüchtigen Fettsäuren dürfen nur aus den Triglyceriden 
und nicht etwa aus den anderen Bestandteilen des Fleischpulvers 
stammen. 

Wir wollten zunächst sehen, ob wirklich keine Volumsände- 
rung des zugesetzten Petroläthers nach der Durchmischung ein- 
trete. Zu dem Zwecke ließen wir zwei Arten von Kolben an- 
fertigen, die eine Art genau nach der Angabe von v. Liebermann 
und die zweite ebenfalls wie nach v. Liebermannscher Angabe, 
jedoch mit einem Unterschiede, daß die Mündung des Kolbens 
stark verengt war, so daß derselbe einen Durchmesser von nur 
1,5 cm besitzt, gegenüber 3,6 cm für die erstere. Dementsprechend 
wog der passende Kautschukpfropf für die weitere Mündung 
62,36 g mit 8 cm? unterer Oberfläche, während der Pfropf für die 
kleinere Mündung 11,3g wog und untere Oberfläche von nur 
2 cm? besaß. 

Als wir genau nach Liebermann die Substanz mit 30 ccm 
50 prozentiger Kalilauge im ersteren Kolben auf dem Asbestdraht- 
netze erhitzten, nahm am Ende der Zerkochung die Flüssigkeits- 
menge infolge der Verdunstung so stark ab, daß zuletzt ein deut- 
licher Indolgeruch auftrat. Deshalb haben wir in allen folgenden 
Versuchen beim Zerkochen mit Hilfe einer Rückflußvorrichtung 
die Abnahme des Wassers vermieden. 
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Zu diesen Versuchen wurden ausschließlich die im Exsiccator 
verschlossen aufbewahrten Proben von R PL DL verwendet, welche 
für је 5,0g Substanz 0,3578 g reine Fettsäuren, entsprechend 
0,3748 g Neutralfett = 7,486%, des Fleischpulvers, enthielten. 

Zuerst wurden 2 Proben von je 5,0g Substanz im Kolben 
mit kleinerer Mündung bis zum Kochsalzzusatze genau nach der 
Vorschrift von v. Liebermann ausgeführt. 3 Stunden nach der 
letzten Schüttelung wurden von der gut getrennten Petroläther- 
schicht 25 ccm mit geaichter Pipette abpipettiert, verdunstet und 
bei 50° С getrocknet. Dieser Rückstand wurde noch einmal mit 
Petroläther gereinigt und bei 50° C bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. 

Die hohen Fettsäuren für 25 ccm Petrolätherlösung betrugen: 


Probe T ae zem ж л bäi 0,1819 g 
Ee EENEG 0,1820 

Summa . . 2.222220. 0,3639 g 

Mittel ........... 0,18195 g. 


Für 50 ccm Petroläther berechnet sich die Fettsäure dem- 
nach zu 0,3639 g. Mit 0,3578 g nach der Verseifungsmethode ver- 
glichen beträgt dieselbe 1,7%, mehr. 

Der Gummipfropf zeigte nach der Durchschüttelung eine 
merkliche Volumszunahme. Die Wägung desselben vor und nach 
dem Gebrauche ergab eine Gewichtszunahme von 0,05 g. Vor der 
Wägung wurde natürlich alle anhaftende Feuchtigkeit an der 
Oberfläche des Gummipfropfens sorgfältig abgewischt. 

3 Proben wurden nun mit dem v. Liebermann-Szekely- 
schen Kolben mit größerer Mündung ganz ebenso wie oben be- 
handelt. Bei der Probe 1, welche 4 Stunden nach der letzten 
Schüttelung abpipettiert wurde, betrug die reine Fettsäure für 
20 ccm Petroläther 0,1575 g = 0,3938 g für 50 ccm, entsprechend 
110,1% der nach unserer Methode. Das Plus beträgt demnach 
hier 10,1%. 

Bei der Probe 2, welche mit festgeschlossenem Pfropfen über 
Nacht aufbewahrt wurde, wog die Fettsäure für 25 ccm 0,1996 g 
= 0,3992 g für 50 ccm Petrolätherlösung. Demnach betrug die 
Ausbeute jetzt 11,6%, mehr, als die nach unserer Methode. 

Bei der Probe 3, welche am Abend eines Samstags geschüttelt 
und am Morgen des folgenden Montages abpipettiert wurde, betrug 
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die Fettsäure für 15 ccm 0,1235 р = 0,4117 р für 50 com Petrol- 
äther. Demnach betrug die Menge der Fettsäure hier 15%, mehr, 
als die nach unserer Methode. 

Der Gummipfropf blähte sich während der Durchschüttelung 
sehr stark auf. Die Wägung desselben vor und nach dem Ge- 
brauche zeigte eine Gewichtszunahme von 0,3 g, welche jedoch 
beim Liegen an der Luft schnell wieder abnahm. 

Bei der letzten Probe wurden gleichzeitig 20 ccm abpipettiert 
und genau nach у. Liebermann mit ?/ „Kalilauge titriert. Als 
Indicator benutzten wir 10 ccm 0,05 prozentiger Phenolphthalein- 
lösung (= 0,005 g). Die getrocknete Seife wog 0,1907 g und zur 
Endreaktion wurde 5,3 ccm 1/,,-КНО verbraucht. Demnach be- 
trug diese Probe nach der oben angeführten Formel berechnet 
8,61%, Triglyceride, gegenüber 7,486%, Neutralfett nach unserer 
Methode. 

Die Resultate nach у. Liebermann-Szekely variieren für 
ein und dieselbe Substanz je nach der Größe des verwendeten 
Gummipfropfens und je nach der Verschiedenheit der Zeit, welche 
von der letzten Schüttelung bis zum Abpipettieren vergeht, folgen- 
dermaßen: 


Versuche- Größe des Gummi- Hohe Fettsäuren für = 
Nummer се] Р" pfropfes 5.0 к Substanz Minimum = 100 gesetzt 














1 113 g | 0,3638 g 100 5, 
2 11,8 | 0,3640 100,06 

3 62,36 0,3938 | 108,24 

4 62,36 0,3992 | 109,7 

5 | 62,36 0,4117 | 118,2 





Die größte Abweichung beträgt demnach über 13%. Dabei 
ergibt sich die Bestimmung mit dem genau nach v. Liebermann- 
scher Angabe konstruierten Kolben mit größerer Mündung an- 
scheinend bedeutend mehr Ausbeute als die mit kleinerer Mün- 
dung. Dies kann nur so gedeutet werden, daß der Gummipfropfen 
gierig Petroläther aufnimmt und denselben allmählich nach außen 
abgibt. Dies ist durch die Zunahme des Gummipfropfes an Volum 
und Gewicht bei der Petrolätherschüttelung faktisch bewiesen. 
Deshalb findet bei der Anwendung des großen Gummipfropfes mit 
entsprechend großer Oberfläche eine merkliche Verdunstung des 
Petroläthers statt, infolge deren der Prozentgehalt der Fettsäure 
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im zurückbleibenden Petroläther zunimmt. Bei der Berechnung 
wird nun dieser Verlust des Petroläthers nicht berücksichtigt und 
die Menge der Fettsäure aus der relativ konzentrierten Lösung 
einfach auf das ursprünglich  zugesetzte Volumen umgerechnet. 
Daß jene scheinbare Vermehrung der Fettsäuren ganz unzweifel- 
haft hierauf zurückzuführen ist, bedarf wohl keiner weiteren Er- 
örterung. 

Verschluß mit Kork anstatt Gummi haben wir nicht ver- 
sucht. 

Zu den weiteren Versuchen war es vor allem nötig, den 
v. Liebermannschen Kolben so umzuändern, daß eine Ver- 
dunstung des Petroläthers überhaupt unmöglich ist. Zu diesem 
Zwecke ließen wir den inneren Umfang der ebenfalls stark verengten 
Mündung einschleifen, wohinein ein ebenfalls geschliffener Glas- 
stöpsel mit abgeplatteter freier Oberfläche hermetisch paßt und wo 
derselbe mit einer Schraubenklemme festgehalten wird. Am Hals- 
teile ließen wir eine Skala anbringen, welche das Volum des Petrol- 
äthers angibt. Die Richtigkeit der Skalenteilung wurde mit einer 
geeichten Bürette überzeugt. Ein blinder Versuch zeigte eine Vo- 
lumsabnahme des Petroläthers an der Skala um !/,—!/, „о und es 
trat auch nach Tagen keine weitere Volumsänderung des Petrol- 
äthers ein. Somit ist die Verdunstung des Petroläthers in dem 
neuen Kolben ganz beseitigt. Bei den eigentlichen Versuchen 
mit Substanz konnte eine vollständige Trennung der Petroläther- 
schicht von der wässerigen nicht erzielt werden, indem ein Teil 
Petroläther in einem blasig aufgetriebenen voluminösen Nieder- 
schlage am Boden zurückgehalten wurde, welcher von Zeit zu 
Zeit in Form von Blasen aufstieg. Selbst in den Fällen, wo das 
Aufsteigen der Blasen nach Tagen ganz aufhörte, maß das Volum 
des getrennten Petroläthers an der Skala nur 41,9 com, gegenüber 
50 ccm des zugesetzten. Somit blieb von dem letzteren noch etwa 
t/s im Niederschlage eingeschlossen. Demnach ist die Frage, ob 
die Volumskontraktion des Petroläthers nach der Durchschütte- 
lung wirklich eintrete, äußerst schwierig zu entscheiden. Da der 
Petroläther doch ein wenig in Wasser löslich ist, so müßte schon 
theoretisch eine gewisse Volumencontraction desselben eintreten. 
Um dies zu prüfen, haben wir folgende Extraprobe angestellt. 
Wenn wir zunächst von der Substanz ganz absehen, so kommen 
in dem Hauptversuche im Gesamtvolum von 290 ccm etwa 
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210 ccm gesättigte Kochsalzlösung, 30 cem Alkohol (95%) und 
50 ccm Petroläther zusammen. Genau nach dieser Relation 
setzten wir in einem geeichten Eudiometer 35 ccm Kochsalz- 
lösung, 3,8ccm Alkohol und 8,3ccm Petroläther. Nach dem 
Durchschütteln betrug die Abnahme des Gesamtvolums unter 
Ausscheidung von Kochsalz 0,2 ccm und die des Petroläthers 
0,1 ccm. Wird diese Volumskontraktion auf 50 ccm Petrol- 
äther umgerechnet, so beträgt dieselbe 0,6 ccm = 1,2%. Wenn 
auch dieses Resultat nicht direkt auf den Hauptversuch über- 
tragen werden darf, so kann man hieraus doch ersehen, daß, 
wenn überhaupt beim Hauptversuche eine Volumänderung des 
Petroläthers eintritt, sie — wie erwartet — im Sinne der Abnahme 
erfolgt, diese jedoch keinen nennenswerten Betrag zu erreichen 
scheint. | 

Was die zweite Frage anbetrifft, so haben wir schon früher 
gesehen, daß direkte Schüttelung der angesäuerten Verseifungs- 
gemische mit Petroläther stets etwas geringere Menge Fettsäure er- 
gab, als wenn man die Fettsäure zuerst mit Äthyläther extrahierte 
und dann das Ätherextrakt mit Petroläther reinigte. Nach dieser 
Erfahrung schien uns von vornherein etwas bedenklich, daß der 
Petroläther beim v. Liebermannschen Verfahren die Fett- 
säuren vollständig aufnimmt und nichts davon im Niederschlage 
mechanisch zurückgehalten wird. Diese sowie die dritte Frage 
werden erst nach den eigentlichen Versuchen eingehenderweise 
berücksichtigt. 

Nachdem wir festgestellt haben, daß bei der Benutzung des 
von uns modifizierten v. Liebermannschen Kolben seine Ver- 
dunstung des Petroläthers vollkommen beseitigt worden ist, haben 
wir vier folgende Hauptversuche genau nach der Vorschrift von 
v.Liebermann-Szekely angestellt. Als Indicator nahmen wir, 
wie früher, für jede Probe 10 ccm 0,05 prozentiger Phenolphtha- 
leinlösung mit 0,005 g Phenolphthalein. Gleichzeitig mit der 
Herausnahme von 20 ccm Petrolätherlösung für die Seifenbestim- 
mung haben wir für jede Probe extra noch 15 ccm genau abpipet- 
tiert, welche zur direkten Bestimmung der hohen Fettsäuren 
diente. 

Die Ausbeuten der Seifen sowie der zur Neutralisation 
verbrauchten 1п/,,-КНО für 20 ccm Petrolätherlösung sind fol- 
gende: 
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Seifen aus 20 ccm Verbrauchte =],.-KHO zur Endreaktion 


Petrolätherlösung 


Versuchsnummer 














Ed 











1 0,1634 g 5,05 ccm 
2 0,1708 5,15 „ 
3 0,1628 495 „ 
0,1690 
Summa | 0,6660 g 20,35 cem 
Mittel 0,1665 5.09 „ 


Bei der Probe 4 wurden die Schüttelungen 100 mal wieder- 
holt, während die drei übrigen genau nach v. Liebermann 30 mal 
geschüttelt wurden. 

Berechnet man nach der früher angegebenen Formel 


— — — 0,005 — (5,09 - 0,00255) 


E 


so resultiert sich der Fettgehalt unseres Fleischpulvers nach 
у. Liebermann - Székely: 


Е = 7,4259. 


Aus der Fettsäure 0,3578 р nach unserer Methode berechnet 
sich mit dem Faktor 1,046 der Gehalt des Neutralfettes für 
dasselbe Fleischpulver zu 7,486%,. Wird diese gleich 100 gesetzt, 
so entspricht jenes 99,2%. 

Demnach beträgt die Differenz nur 0,8%. Allein diese große 
Übereinstimmung ist nur eine scheinbare, denn abgesehen da- 
von, daß у. Liebermannsches Neutralfett nicht bloß hohe, 
sondern auch niedrige Fettsäuren als Triglyceride enthält und da- 
her seine Menge eher höher ausfallen müßte, als die nach unserer 
Methode, erwies sich im Gegenteil die Menge der in der Seife 
enthaltenen hohen Fettsäuren viel geringer, als die erforderliche 
Menge. 

Die obigen Seifen wurden in Wasser aufgelöst und mittels 
Salzsäure zerlegt. Die hieraus mit Äther extrahierten Fett- 
säuren wurden mit Petroläther gereinigt, wobei das in Äther 
aufgelöste Phenolphthalein ebenfalls durch Petroläther ganz eli- 
miniert wurde. 

Die in den Seifen enthaltenen gereinigten hohen Fettsäuren 
betrugen: 
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Versuchmnummer Fettsäuren Fettsäuren in 
für 90 ccm Petroläther 50 ccm Petroläther umgerechnet 








1 | 0,1295 g | 0,3237 g 
2 0,1324 0,3309 
3 0,1287 0,3217 








0,1337 0,3342 


Summa | 0,5243 g | 1,3105 g 
Mitte ` 0,1311 | 0,3276 


(100 mal Schüttelung) 








Demnach enthält die Seife nach v. Liebermann-Szekely 
im Mittel für 5,0 Substanz in toto 0,3276 g hohe Fettsäuren. 
Die für jede Probe extra abpipettierten 15 ccm Petroläther wurden 
verdunstet, getrocknet und noch einmal mit Petroläther gereinigt. 
Dieselben betrugen: 








Hohe Foettsäure in Berechnete Fettsäuren in: 
15 ccm Petroläther | 50 сет Petroläther 


me — 1— ——— — — — — — —— 








ү emchmunmer | 


— 














1 0,0978 g | 0,3261 g 
ә 0,0985 0,3283 
3 0,0976 | 0,3254 
0,1002 0,3340 (100 mal Schüttelung) 










Summa 


0,3941 g | 1,3138 g 
Mittel 


0,0985 0,3285 


| 


Wird diese gleich 100 gesetzt, so entsprechen jene aus den 
Seifen zerlegten Fettsäuren 99,72%,. Das Mittel von beiden be- 
trägt demnach 0,3281 g hohe Fettsäuren für 5,0 g Fleischpulver. 
Wir haben nach unserer Methode für dasselbe Fleischpulver 
0,3578 р gefunden. Demnach fehlen noch 0,0297 g = 8,3%, der 
Gesamtfettsäuren nach unserer direkten Verseifung. Wie wir 
eingangs erwähnten, haben wir bei der Probe 4 100 mal ge- 
schüttelt, dementsprechend ist die Ausbeute der Fettsäuren bei 
dieser Probe etwas höher ausgefallen. Das Mittel der Fettsäure 
aus der Seife und der Extraprobe beträgt 0,3341 g, während das 
entsprechende Mittel der übrigen drei Proben 0,3260 g beträgt. 
Demnach hat der Petroläther durch 100 malige Schüttelung 2,5% 
mehr hohe Fettsäuren ergeben, als bei 30 maliger Schüttelung 
nach e Liebermann-Sze&ekely. Trotzdem fehlen auch bei dieser 
Probe noch 0,0239 g = 6,7%, Fettsäuren. Hierdurch ist es auf 
doppeltem Wege mit Sicherheit erwiesen, daß der Petroläther nach 
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у. Liebermann-Sz&kelyscher Methode selbst bei 100 maliger 
Schüttelung nicht imstande ist, alle hohe Fettsäuren aus dem 
voluminösen Niederschlage herauszuziehen. Stellt man nun rich- 
tiger das Mittel von 3 Proben mit 30 maliger Schüttelung mit 
unserem Resultate in Vergleich, so vermehrt sich das Defizit jetzt 
auf 9,1%, im Werte der hohen Fettsäuren. Das Mittel der Seifen 
für die drei genannten Proben beträgt 0,1657 g und verbraucht 
zur Endreaktion 5,05 ccm "#/, „Kalilauge. Hieraus berechnet sich 
der Fettgehalt nach jener Formel 7,39%. Der Verlust beträgt 
im Werte des Neutralfettes 0,99%, gegenüber 9,1%, im Werte 
der hohen Fettsäuren. Ungefähr die Differenz der beiden Werte 
müßte demnach hier durch flüchtige Fettsäuren ersetzt worden sein. 

Nun läßt sich die Menge der niederen Fettsäuren aus den 
Seifen auf folgende Weise berechnen. Wir haben als Mittel von 
jenen drei Proben 0,1657 g Kaliseife für 20 ccm Petrolätherlösung 
gefunden. Diese Kaliseife enthält nun 0,005 g Phenolphthalein. 
Wird dies abgezogen und die Differenz in 50 ccm umgerechnet, 
so beträgt die Menge der wirklichen Kaliseife 0,4018g. Zur 
Neutralisation von 20 ccm Petrolätherlösung sind im Mittel 
5,05 ccm "/,o-Kalilauge verbraucht worden. Nach A. Classen 
ist zur Neutralisation von 0,005 g Phenolphthalein genau 0,05 ccm 
n/ o- Kalilauge erforderlich. Wir haben auch diese Angabe von 
Classen titrimetrisch bestätigt. Wird dieser Wert von jener 
abgezogen und für 50 ccm umgerechnet, so stellen 12,50 ccm 
Die Kalilauge die wirkliche Menge der zur Neutralisation von 
50 ccm Petrolätherfettsäurelösung erforderlichen Kalilauge dar. 
Um die Kaliseife in die entsprechende freie Fettsäure umzu- 
rechnen, muß für je 1 ccm verbrauchter ®/, „Kalilauge 0,003814 g 
(KHO — H,O) von der Seife abgezogen werden. Hiernach stellt 
0,3541 g (0,4018 — 0,0477) die Summe der hohen und niederen 
Fettsäuren in der Kaliseife für 50 ccm Petroläther dar. Da die 
Menge der hohen Fettsäuren in derselben zu 0,3254 g festgestellt 
wurde, so enthält у. Liebermann - Sz&kelysche Seife 0,0287 g 
flüchtige Fettsäuren. Das macht 8,11%, der Gesamtfettsäure in 
der Kaliseife.. Rechnet man jenen Verlust von 0,99%, in Fett- 
säure um, so beträgt derselbe 0,95%,. Wird dies von 9,1%, ab- 
gezogen, so resultiert sich 8,15%, gegenüber 8,11%. Die Differenz 
der gefundenen und berechneten Werte der flüchtigen Fettsäuren 
beträgt demnach nur 0,05%, also eine genaue Übereinstimmung, 

21* 


314 М. Kumagawa und К, Suto: 


so daß man bei einer so komplizierten Betrachtung mehr nicht 
verlangen kann. Demnach bestehen von den Gesamtfettsäuren 
des nach у. Liebermann - Sz&ekelyscher Methode berechneten 
Neutralfettes 91,89%, in hohen und 8,11%, in niedrigen Fett- 
säuren. 

Eine so große Menge niedriger Fettsäuren enthält selbst das 
Butterfett nicht. Berechnet man aus Reichert - Meißlscher 
Zahl 28,8 für Butterfett, welche eine Mittelzahl von vielen Be- 
stimmungen in Benedikt - Ulzer (19) darstellen, die Menge der 
flüchtigen Fettsäuren in Wert von Buttersäure, so beträgt die- 
selbe 5,08%, des Butterfettes. Der Rindstalg gibt nach der Analyse 
von Leopold Mayer (20) nur 0,5 Reichert - Meißlsche Zahl 
(zitiert ebenfalls in Benedikt - Ulzer). Berechnet man diese 
Zahl auf Buttersäure, so stellt dieselbe nur 0,088% des Rindstalges 
dar, also eine Menge, welche für die gewöhnliche Analyse voll- 
kommen vernachlässigt werden kann. Demnach ist es ganz un- 
möglich, daß das Neutralfett unseres Rindfleischpulvers 8,11% 
flüchtiger Fettsäuren als Triglyceride enthält. Hieraus geht ganz 
unzweifelhaft hervor, daß die flüchtige Fettsäure, welche in der 
Kaliseife nach v. Liebermann -Székely enthalten ist, zum 
größten Teil nicht aus den Triglyceriden, sondern aus den anderen 
Bestandteilen des Fleischpulvers infolge starker Alkalizerkochung 
entstanden ist. 


Schlußwort zu der Verseifungsmethode von 
v. Liebermann-Szekely. 


Die Verseifungsmethode уоп у. Liebermann - Székely ist 
zwar auf sehr sinnreichem Prinzip aufgebaut. Aber man begeht 
bei der Ausführung dieser Methode leider vielfache Fehler. Benutzt 
man nach v. Liebermann-Szekely einen großen Kautschuk- 
pfropfen zum Verschluß, so beträgt der Fehler infolge der Ver- 
dunstung des Petroläthers allein schon über 10%. Beseitigt man 
diesen Fehler durch Benutzung eines hermetisch schließenden 
Glasstöpselkolbens ganz, so entgeht dennoch gegen 9% hoher Fett- 
säuren der Bestimmung, weil der Petroläther selbst bei 100 maliger 
Schüttelung nicht alle hohen Fettsäuren aufzunehmen vermag. 
Außerdem enthält die nach Liebermann-Szekely dargestellte 
Kaliseife etwa 8%, flüchtiger Fettsäure, welche unzweifelhaft zum 
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größten Teil als Verunreinigung anzusehen ist. Zudem ist die 
Ausführung der Operation bei v. Liebermann-Szökely viel um- 
ständlicher als bei unserer Verseifungsmethode. 


Kapitel VI. 


Bestimmung des Cholesterins nebst den anderen unverseifbaren 
Substanzen. 


Ehe wir zur Betrachtung der elementaren Zusammensetzung 
der nach unserer Methode dargestellten Fettsäuren schreiten, 
halten wir esfür zweckmäßig, hier die unverseifbaren Substanzen zu 
berücksichtigen. Wir haben bei den bisherigen Untersuchungen 
unverseifbare Substanzen ganz außer acht gelassen. Die Er- 
fahrung lehrt uns, daß jedes natürlich vorkommende Neutralfett 
mehr oder weniger unverseifbare Substanzen enthält und die- 
selben nach der Verseifung des Fettes stets in die entsprechenden 
Fettsäuren übergehen. Für eine exakte Bestimmung der letzteren 
ist es deshalb ein notwendiges Bedingnis, daß die Menge der un- 
verseifbaren Substanzen, vor allem die des Cholesterins, ebenfalls 
berücksichtigt wird. Leider fehlt zurzeit noch eine einwandsfreie 
Methode der Cholesterinbestimmung in der Fettanalyse. Selbst 
die bekannte Natriumalkoholatmethode von K. Obermüller (21) 
läßt das zu dem Olivenöl extra zugesetzte Cholesterin von dem- 
selben nicht wieder quantitativ isolieren. K. Obermüller ver- 
mochte die Menge des zugesetzten Cholesterins nur durch die 
Bromaddition festzustellen, weil das Cholesterin nach Wislicenus 
und Moldenhauer (22) 2 Atome Brom addiert. Nun nimmt 
bekannterweise Ölsäure ebenfalls 2 Atome Brom auf. Daher 
würde man nach K. Obermüller durch sein Bromierungsver- 
fahren auch die beigemengte Ölsäure resp. Ölseife mitbestimmen. 
Bei dieser Sachlage schien es uns sehr wünschenswert, eine Me- 
thode kennen zu lernen, welche uns gestattet, auf einfachem Wege 
unverseifbare Substanzen von den hohen Fettsäuren genau quan- 
titativ zu trennen. 

Zu dem Zwecke haben wir zuerst versucht, durch Aus- 
schütteln petrolätherischer Fettsäuren-Cholesterinlösung mittels 
alkalischen Wassers das Cholesterin von der Seife zu trennen. 
Es entstand dabei stets eine dicke Emulsion, welche sich auf 
keine Weise auflöste. Der Zusatz passender Menge gesättigter 
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Kochsalzlösung begünstigte zwar die Auflösung der Emulsion, 
aber nicht immer glatt. Die vollständige Auflösung und ganz glatte 
Trennung der petrolätherischen und wässerigen Schichten erfolgt 
nur unter Zusatz von Alkohol. Deshalb haben wir die petrol- 
ätherische Fettsäurelösung mit verschiedener Menge von Alkohol 
und Wasser versetzt, um das beste Verhältnis herauszufinden. Es 
zeigte sich zunächst, daß der reine Petroläther sich mit dem 
starken Alkohol bis 95%, zu jedem Verhältnis mischte, von 90% 
abwärts jedoch nach der Schüttelung glatt in zwei Schichten 
trennten und zwar derart, daß diejenige Menge des Petroläthers, 
welche sich in Alkohol auflöst, mit abnehmender Konzentration 
des Alkohols ebenfalls abnimmt. In einer Mischung von 10,35 com 
70volumprozentigen Alkohols und 10,95 ccm Petroläther in einem 
Eudiometer maß die gut getrennte untere Alkoholschicht nach 
der Schüttelung 10,5ccm und die obere Petrolätherschicht 10,8 ccm. 
Es findet also eine Auflösung von nur 0,15 cem = 1,4%, Petrol- 
äther in Alkohol (70%) statt. 

Nach zahlreichen Versuchen haben wir folgendes Verfahren 
als das beste gefunden. Eine petrolätherische Auflösung von 
cholesterinhaltigen Fettsäuren wird mit einer bestimmten Menge 
l prozentiger KHO іп absolutem Alkohol versetzt und gut ge- 
mischt. Es entsteht hierbei eine vollkommen klare Auflösung. 
Wird hierzu eine kleine Menge Wasser gesetzt, so daß die Kon- 
zentration des Alkohols von 70 auf 50% sinkt, unddannein paarmal 
geschüttelt, so erfolgt jetzt eine glatte Trennung der beiden Schich- 
ten. Der Petroläther enthält unverseifbare Substanzen, der Alko- 
hol dagegen Seife. Hierdurch ist unser Zweck zum großen Teil 
erreicht. Der Zusatz alkoholischer Kalilauge wird so gewählt, daß 
ihr Überschuß etwa 10%, mehr beträgt, als die zur Neutralisation 
der Fettsäuren erforderliche Menge. Natronlauge eignet sich hier 
nicht, weil ihre Seife wegen der Schwerlöslichkeit sich leichter 
ausscheidet als die Kaliseife. 

Zur Vervollständigung dieser Methode haben wir indessen 
noch mancherlei Schwierigkeiten zu überwinden gehabt, welche 
hier kurz besprochen werden mögen. Als Beispiel führen wir hier 
einen der zahlreichen diesbezüglichen Versuche an. 

Eine Probe von 0,3530 g Fettsäuren aus R.Fl.P.I. wurde in 
etwa 20 ccm Petroläther aufgelöst und in einem kleinen Scheide- 
trichter mit 7 ccm absolut-alkoholischer Kalilauge von 19% ge- 
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mischt. Zu der klaren Lösung wurden 3ccm Wasser zugesetzt 
und gut geschüttelt, damit die Konzentration des Alkohols auf 
etwa 70%, sinkt. Hierdurch erfolgte eine glatte Trennung der 
farblosen Petrolätherschicht und schwach gelb gefärbten Alkohol- 
schicht. Der Petroläther wurde verdunstet, noch einmal mit Petrol- 
äther gereinigt und gewogen. Die alkoholische Seifenlösung wurde 
mit etwa 25 ccm reinen Petroläthers geschüttelt. Derselbe wurde 
von der Seifenlösung getrennt, verdunstet und nochmals gereinigt. 
Die Schüttelung mit Petroläther wurde bei ein und derselben 
Seifenlösung noch dreimal wiederholt. 
Die Ausbeuten der Petrolätherextrakte sind: 


Schüttelung 1. . .'. . . . 0,0142 
Р салаа атр а 0,0014 
М EE 0,0012 
е . e ш ër 0,0008 
e Din. ea Т 0,0012 


Prüft man die Reaktionen der so gewonnenen Extrakte mit 
einem mittels alkoholischer Rosolsäure befeuchteten Glasstab, 
so trat bei sämtlichen Extrakten ein sofortiger Farbenumschlag 
von Rot in Gelb ein. Das Extrakt 1 zeigte deutliche Cholesterin- 
reaktion nach Salkowski, wurde jedoch nur teilweise krystalli- 
nisch. Es enthielt noch gewisse fettartige Beimengung. Das 
Extrakt 2 zeigte nur ganz schwache Cholesterinreaktion. Da die 
sämtlichen Extrakte deutlich sauer reagierten, so mußte die 
Gegenwart freier Fettsäure angenommen werden, trotzdem die 
alkoholische Seifenlösung eine stark alkalische Reaktion hatte. 
Besondere Versuche zeigten uns, daß die mit der Seifenlösung 
geschüttelten Petrolätherextrakte in der Tat etwas freie Fett- 
säure enthielten, wenn auch die Seifenlösung mit einem bedeutenden 
Überschuß von Alkali versetzt wurde. Dieses Ergebnis läßt sich 
nur darauf zurückführen, daß in der alkoholischen Seifenlösung 
infolge des Wasserzusatzes eine Dissoziation der Seife in Fett- 
säure- und K-Ion erfolgte und die hierdurch frei gewordene Fett- 
säure sukzessiv in Petroläther aufgenommen wird. Um zu sehen, 
bei welcher Konzentration des Alkohols eine sichtbare Dissozia- 
tion der Seife gegen Phenolphthalein zutage tritt, wurde folgen- 
der Versuch angestellt. Einerseits wurde eine alkoholische genau 
neutrale Seifenlösung mit Phenolphthalein bereitet. Von einer 
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2 prozentigen Seifenlösung іп 80%, Alkohol und von einer 1 рго- 
zentigen Phenolphthaleinlösung in 60%, Alkohol wurden je 10 ccm 
gemischt. Da die Mischung noch etwas sauer reagierte, wurde 
dieselbe mittels п/, alkoholischer Kalilauge genau neutralisiert. 
Dieses Reagens gibt das Auftreten der HO-Ion infolge der Disso- 
ziation sofort durch Rotfärbung kund. Andererseits wurde Alkohol 
verschiedener Konzentration von 10—40 Volumprozent hergestellt. 
Zu je 40 ccm dieses verdünnten Alkohols wurden је 2ccm jener 
Seifenphenolphthaleinlösung zugesetzt und gut gemischt. 
Die Resultate sind folgende: 





Versuchsnummer [enant des Alkohols Farbenumschlag 





1 negativ 

2 35 e 

3 30 n 

4 25 Andeutung von Rotfärbung 

5 20 schwache aber deutliche Rotfärbung 
6 15 starke Rotfärbung 

7 10 sehr starke Rotfärbung 


Sichtbare Dissoziation der Seifenlösung gegen Phenolphtha- 
lein tritt demnach erst bei einer Konzentration des Alkohols von 
25%, abwärts auf. Dieser Versuch zeigt uns, daß bei unserem 
Verfahren, bei welchem die Konzentration des Alkohols nur bis 
auf 50%, sinkt, die Dissoziation der Seife nur gering sein kann. 
Da indessen freigewordene Fettsäure sofort von Petroläther auf- 
genommen wird, und zur Wiederherstellung der dadurch gestörten 
Gleichgewichtslage sich immer neue Dissoziation wiederholen muß, 
so würde die Menge der freien Fettsäure, welche von Petroläther 
aufgenommen wird, sich schließlich zu einem nicht ganz zu ver- 
nachlässigenden Betrage summieren. Hierauf beruht offenbar der 
Übergang der freien Fettsäure aus der alkalischen Seifenlösung 
in Petroläther. Außerdem nimmt Petroläther gleichzeitig etwas 
Seife auf. Demnach stellen die beinahe gleichbleibenden Aus- 
beuten der Schüttelungen 3, 4 und 5 bei dem oben angeführten 
Beispiele die Summe von Seife und freier Fettsäure dar, welche 
Petroläther bei jeder Schüttelung von neuem aufnimmt. Wenn 
auch demnach Petroläther aus der Seifenlösung etwas Seife und 
freie Fettsäure aufnimmt, so konnten wir diesem Übelstande da- 
durch begegnen, daß wir die durch Überneutralisation gebildete 
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Natronseife bei 100° C gründlich trockneten und dann von neuem 
mit Petroläther aufnahmen, wobei die Dissoziation der Seife nun- 
mehr unmöglich wurde. Die Richtigkeit dieses Verhaltens wird 
durch folgende Extraprobe erhärtet. Es wurde eine alkoholische 
2 prozentige Seifenlösung aus reiner Fettsäure hergestellt. 15 ccm 
davon wurden unter Zusatz alkoholischer Phenolphthaleinlösung 
mit ?/,, alkoholischer NaHO neutralisiert und die Lauge noch 
са. um 10%, im Überschuß zugesetzt, verdunstet und bei 100° С 
eine Stunde getrocknet. Nach dem Erkalten im Vakuum wurde 
die Seife mit Petroläther gründlich extrahiert, durch Asbest ab- 
filtriert, verdunstet und getrocknet. Die Ausbeute war stets Null. 
Wir sind nunmehr imstande, mittels dieser Nachbehandlung das 
Cholesterin von der geringen Beimengung mit Seife und freier 
Fettsäure ganz vollständig zu trennen. 

Als wir dann diese Reinigungsmethode auf die Fettsäure aus 
R.Fl.P.I. anwandten, sind wir wiederum zu einem neuen Ge- 
sichtspunkt gelangt. 

0,7138 g Fettsäuren aus R.Fl.P.I. wurde in 100 ccm 95 pro- 
zentigen Alkohols aufgelöst, mit 2ccm Natronlauge von 1,5 D 
versetzt und unter Rückflußvorrichtung 6 Stunden auf dem Sand- 
bade in schwachem Sieden erhalten, um die vollständige Ver- 
seifung außer allen Zweifel zu überzeugen. Alsdann wurde Alkohol 
abgedampft, in Wasser aufgelöst, mit 20 ccm 10 prozentiger Salz- 
säure angesäuert und mit Äther ausgeschüttelt. Aus dem Äther- 
extrakte wurde Petrolätherextrakt dargestellt. Dasselbe wog 
0,6972 g. Dieses Extrakt wurde in 50 ccm Petroläther aufgelöst 
und mit 1б сет absolutalkoholischer Kalilauge von 1%, versetzt 
und gut gemischt. Zu der klaren Auflösung wurden 6 ccm Wasser 
zugesetzt, damit der Alkoholgehalt auf etwa 70% sinkt. Nach 
kurzer Schüttelung trat eine glatte Trennung beider Schichten 
ein. Der farblose Petroläther wurde abgetrennt. Die alkoholische 
schwach gelbgefärbte Seifenlösung wurde noch einmal mit neuem 
Petroläther geschüttelt. Der vereinigte Petroläther wurde ver- 
dunstet und nochmals mit Petroläther gereinigt. Der Rückstand 
wog jetzt 0,0352 g, entsprechend einem Gemenge unverseifbarer 
Substanz mit etwas Seife und freier Fettsäure. Dasselbe wurde 
in Alkohol aufgelöst und unter Zusatz von Phenolphthalein mit 
п/о alkoholischer Natronlauge titriert. Die Acidität betrug 
0,15ccm DI Lauge, Hierzu wurden noch 2 ccm R/ „Lauge zu- 
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gesetzt, verdunstet und bei 100° C getrocknet. Der Rückstand 
wurde mit Petroläther extrahiert und durch Asbest abfiltriert. 
Das Filtrat wurde verdunstet und bei 100° C getrocknet. Der 
Rückstand, welcher jetzt reines Cholesterin sein sollte, wog 
0,0246 g = 3,5%, der Fettsäuren. Derselbe reagierte gegen Rosol- 
säure neutral, gab charakteristische Cholesterinreaktion, wurde 
jedoch wider Erwarten nur teilweise krystallinisch und besteht zum 
Teil aus einer fettartigen harzigen Masse. Dieselbe ist in Alkohol, 
Äther und Petroläther leicht löslich. Demnach besteht kein Zweifel 
mehr, daß in der Fettsäure aus R.Fl.P.I. außer Cholesterin noch 
andere unverseifbare Substanz in geringer Menge enthalten ist. 
Aus der Fettsäure 0,3572 g haben wir durch gleiche Behandlung 
0,0114 g = 3,2%, und aus 0,7155 р Fettsäure 0,0218 g = 3,1% 
unverseifbare Substanz und Cholesterin erhalten. 

Zur quantitativen Bestimmung der unverseifbaren Sub- 
stanzen (inklusive Cholesterin) muß noch der Umstand berück- 
sichtigt werden, wie oft man bei unserem Verfahren die alkoholische 
Seifenlösung mit Petroläther schütteln muß, um die unverseif- 
baren Substanzen aus der Seifenlösung vollkommen herauszu- 
ziehen. Um diesen Punkt festzustellen, schien uns zweckmäßiger, 
mit reinem Cholesterin und reiner Fettsäure auszuprobieren. Bei 
der Rektifikation reiner Fettsäuren Merck haben wir darin jene 
unverseifbare Substanz in geringer Menge wiederum getroffen. 

Је 1,0 g Stearinsäure Merck wurde in etwa 100 cem Petrol- 
äther aufgelöst und mit 50 ccm absolutalkoholischer Kalilauge 
von 1% geschüttelt und dann mit 15 ccm Wasser versetzt, wo- 
durch eine glatte Trennung in beiden Schichten erfolgte. Die 
Seifenlösung wurde noch einmal mit Petroläther geschüttelt. Der 
vereinigte Petroläther enthielt 0,026 g Extrakt. Dasselbe wurde 
der oben erwähnten Nachbehandlung unterworfen. 

Zwei Versuche ergaben genau übereinstimmend 0,0040 g 
= 0,4%, unverseifbare Substanz. Dieselbe reagierte neutral, bildet 
mit Sodalösung keine Seifengallerte, sondern eine Emulsion und 
zum Teil sichtbare Fettaugen, leicht löslich in Äther und zeigt 
nur äußerst schwache Cholesterinreaktion nach Salkowski. 

10,0 g Ölsäure Merck wurden in etwa 100 ccm Petroläther 
aufgelöst und mit 200 ccm absoluten Alkohols versetzt, welcher 
1,56 g NaHO gelöst enthält, und geschüttelt. Dabei schied sich 
ein faseriger Niederschlag von Natronseife. Durch Zusatz von 
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70 ccm Wasser erfolgte eine glatte Trennung der petrolätherischen 
und alkoholischen Schicht. Nach dem Verdunsten hinterließ 
Petroläther 0,1312 р Extrakt. Durch Nachbehandlung reduzierte 
sich dasselbe auf 0,0390 g = 0,39%, der angewandten Fettsäure. 
Die übrigen 0,0922 р erwiesen sich als Ölsäure. 

10,0 g Palmitinsäure Merck wurden in 100 ccm Alkohol absol. 
aufgelöst und mit 10 ccm Natronlauge 1,5 D auf dem Wasserbade 
2 Stunden zerkocht, Alkohol verdunstet, in Wasser aufgelöst, mit 
Salzsäure angesäuert und mit Äther ausgeschüttelt. Äther wurde 
verdunstet, mit Petroläther aufgenommen, durch Doppelfilter ab- 
filtriert und verdunstet. Die so gereinigte Palmitinsäure wurde 
in 200 ccm Petroläther aufgelöst und mit 200 ccm absoluten 
Alkohols, welcher 3,0 cem Natronlauge 1,5 D (= 2,16 р) gelöst 
enthält, versetzt und geschüttelt. Die klare Lösung wurde durch 
Wasserzusatz (70 ccm) in zwei Schichten getrennt. Der Petroläther 
wurde mit 70%, Alkohol ausgewaschen und verdunstet. Das 
Extrakt betrug 0,0212 g = 0,2% der angewandten Palmitinsäure, 
Mit 0,0012 g angestellte Cholesterinreaktion fiel ganz schwach, 
aber sicher positiv aus. 

Die übrigen 0,02 g wurden mit etwa 5 ccm Essigsäureanhydrid 
versetzt und etwa 15 Minuten auf dem Sandbade in schwachem 
Sieden erhalten. Die klare Lösung erstarrte nach dem Erkalten 
zu einer aus verfilzten Nadeln bestehenden breiigen Masse. Die- 
selbe wurde mit etwa 100 ccm Wasser längere Zeit gekocht, nach 
dem Erkalten durch Asbest abfiltriert und die Krystalle mit kaltem 
Wasser zur neutralen Reaktion ausgewaschen. Asbest mitsamt 
Rückstand wurde getrocknet, mit Alkohol und Äther extrahiert. 
Nach dem Eindampfen des Filtrates haben wir wiederum 0,0188 g 
Substanz erhalten. Dieselbe war jedoch nur teilweise krystallinisch. 
Demnach wurde erwiesen, daß die unverseifbare Substanz, welche 
in Palmitinsäure Merck in einer Menge von 0,2%, enthalten ist, 
überwiegend in Fettalkohol und nur zum kleinen Teil in Chole- 
sterin besteht. Die von der unverseifbaren Substanz getrennte 
Palmitinsäure wurde noch einmal genau ebenso wie oben be- 
handelt. Jetzt ergab sich nur noch 0,0003 g fraglicher Substanz. 

Aus den gereinigten Seifenlösungen wurden die entsprechen- 
den Fettsäuren in reiner Form isoliert. 

Andererseits wurden 5,0 g Cholesterin Merck in 95% Alkohol 
aufgelöst, mit reiner Blutkohle einige Minuten zerkocht und ab- 
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filtriert. Die in der Kälte ausgeschiedenen Kristalle wurden aus- 
gepreßt und bei 100° С bis zur Gewichtekonstanz getrocknet. 


Verteilung des Cholesterins in Petroläther und Alkohol. 


0,200 g Cholesterin wurde in einem keinen Scheidetrichter 
mit etwa 50 ccm Petroläther aufgelöst, mit 20 ccm 70 volumpro- 
zentigen Alkohols tüchtig geschüttelt und stehen gelassen. Die 
getrennte alkoholische Lösung wurde durch Asbest abfiltriert und 
mit 70prozentigem Alkohol gut ausgewaschen. Alkohol wurde 
abgedunstet und bei 100° C getrocknet. 

Cholesterin in Alkohol aufgenommen: 


Proba L ces 0,0026 g 
хао Aa А A 0,0028 
МАС: u: ж-а 0,0027 g. 


Demnach wurde 1,35%, des Cholesterins vom 70 volumpro- 
zentigen Alkohol aufgenommen. 
0,20 g Cholesterin wurde in Petroläther aufgelöst und mit 
20 ccm 50 prozentigen Alkohols geschüttelt. 
Die Menge des Cholesterins, welche in Alkohol übergegangen 
ist, beträgt: 
Робен 0,0002 р 
Fe вносна 0,0002 р. 


Demnach nimmt 50prozentiger Alkohol nur 0,1% Chole- 
sterin auf. 

0,020 g Cholesterin wurde in petrolätherischer Lösung mit 
20 ccm 70 volumprozentigen Alkohols geschüttelt. 

In Alkohol aufgenommen ist 0,0004 g Cholesterin. 

Ist das zugesetzte Cholesterin sehr gering, so geht jetzt 2%, 
davon in 70 prozentigen Alkohol über. 

Als jedoch 0,020 g Cholesterin in petrolätherischer Lösung 
mit 20 ccm 50 volumprozentigen Alkohols geschüttelt wurde, 
so nahm Alkohol jetzt kein Cholesterin mehr. 


Die Löslichkeit des Cholesterins in Seifenlösung. 


0,020 g Cholesterin wurde in 50 сет Petroläther aufgelöst und 
mit 20 ccm einer 70 prozentigen alkoholischen Seifenlösung, welche 
0,5 g gereinigtes ölsaures Natron und 0,01g NaHO enthält, ver- 
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setzt, tüchtig geschüttelt und stehen gelassen. Petroläther wurde 
getrennt. Die alkoholische Seifenlösung wurde noch einmal mit 
neuem Petroläther geschüttelt. Der vereinigte Petroläther wurde 
durch Asbest abfiltriert, verdunstet und bei 100° С getrocknet. 
Der Rückstand wog 0,0124g. Das durch Nachbehandlung ge- 
reinigte Cholesterin betrug 0,0116g. Alkalische Seifenlösung 
wurde alsdann verdunstet und mit absolutem Alkohol und Petrol- 
äther nochmals aufgelöst. Der durch Wasserzusatz bis 70 Vol.-%, 
getrennte Petroläther wurde verdunstet und der Rückstand durch 
Nachbehandlung von Verunreinigung befreit. Hierdurch wurde 
0,0022 g reines Cholesterin von neuem erhalten. Die Seifenlösung 
wurde verdunstet, in Alkohol aufgelöst und mit alkoholischer 
Chlorcalciumlösung gefällt. Die Kalkseife wurde mit Alkohol gut 
gewaschen. Der vereinigte Alkohol wurde unter Phenolphtha- 
leinzusatz überneutralisiert, verdunstet und bei 100° C getrocknet. 
Die alkalische Seife wurde mit Petroläther extrahiert und noch- 
mals gereinigt. Hierdurch wurde nur 0,0002 g Cholesterin er- 
halten. Die Summe von dreien betrug demnach 0,014 g Choleste- 
rin. Von dem zugesetzten Cholesterin (0,02 g) ist demnach 0,006 g 
nicht wieder aufgefunden worden. Dieser Versuch hat uns gezeigt, 
daß die Seifenlösung nicht zu vernachlässigende Menge Cholesterin 
auflöst. 

Wir haben jedoch durch folgenden Versuch überzeugt, daß 
das Cholesterin durch die Herabsetzung der Alkoholkonzentration 
der Seifenlösung auf 50 Vol 26 vollständig in Petroläther über- 
geführt werden kann. 

Es wurde 0,020 g Cholesterin in 50 ccm Petroläther aufgelöst 
und mit 20 ccm 50 volumprozentiger alkoholischer Seifenlösung, 
welche 0,5 g reines ölsaures Natron und 0,01g NaHO enthält, 
versetzt und gut geschüttelt. Der gut getrennte Petroläther 
wurde verdunstet und der Rückstand der Nachbehandlung unter- 
worfen. Das so gereinigte isolierte Cholesterin betrug 0,0188 g. 
Die Seifenlösung wurde mit 25ccm Petroläther von neuem ge- 
schüttelt und der Petroläther ergab nach der Reinigung 0,0012 g 
Cholesterin. Die Summe beträgt genau 0,020 р. Als die Seifen- 
lösung zum drittenmal mit 25 ccm Petroläther geschüttelt wurde, 
enthielt derselbe jetzt nach der Reinigung kein Cholesterin mehr. 

Dieser Versuch zeigt uns, daß die quantitative Isolierung des 
extra zugesetzten Cholesterins zu der Ölsäure uns mit Sicherheit 
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gelungen ist. Um die Richtigkeit dieses Befundes außer allen 
Zweifel zu überzeugen, haben wir zum Überfluß noch folgende 
Versuche angestellt. 

Zur Reinigung der hierzu erforderlichen Fettsäure wurden 
2,0g Ölsäure Merck in etwa 50 ccm Petroläther aufgelöst und 
mit 17 ccm absolutalkoholischer "/,-KHO versetzt. Die völlige 
klare, etwas gelb gefärbte Lösung wurde mit 17 ccm Wasser ver- 
setzt und tüchtig geschüttelt. Dabei erfolgte eine glatte Trennung 
beider Schichten. Der Petroläther wurde abgetrennt. Die Seifen- 
lösung wurde noch einmal mit neuem Petroläther geschüttelt. 
Die beiden Petrolätherextrakte wurden vereinigt, verdunstet, in 
absolutem Alkohol aufgelöst und mit 0,5 ccm 19/,,-МаНО versetzt, 
verdunstet und bei 100° C getrocknet. Alsdann wurde der Rück- 
stand mit Petroläther extrahiert, durch Asbest abfiltriert, ver- 
dunstet und getrocknet. Der Rückstand wog 0,0024g. Die 
alkoholische Seifenlösung wurde nochmals mit etwa 30 ccm Petrol- 
äther geschüttelt und der abgetrennte Petroläther wurde genau 
ebenso wie oben gereinigt. Die Ausbeute war jetzt gleich Null. 
Zum Schluß wurden der obigen Seifenlösung 10 ccm absolut- 
alkoholischer ?/,-KHO und ebensoviel Wasser zugesetzt und erst 
dann mit etwa 50 ccm Petroläther von neuem geschüttelt. Der 
abgetrennte Petroläther wurde abermals genau ebenso wie oben 
gereinigt. Die Ausbeute betrug 0,0004 g. Die so gereinigte Seifen- 
lösung wurde nunmehr vom Alkohol befreit und in der wässerigen 
Lösung mit Salzsäure zerlegt. Die ausgeschiedene Ölsäure wurde 
mit Äther aufgenommen und aus dem Ätherextrakte Petroläther- 
extrakt dargestellt. 

Von der auf die beschriebene Weise von den unverseifbaren 
Substanzen befreiten Ölsäure Merck wurde je 0,5 g mit je 0,050 g 
gereinigten Cholesterins versetzt, in etwa 50 ccm Petroläther auf- 
gelöst und mit 16 ccm DI, absolutalkoholischer Kalilauge versetzt. 
Zu der klaren Auflösung wurden dann 16 ccm Wasser zugesetzt 
und paarmal geschüttelt. Es trat eine glatte Trennung ein. Der 
getrennte Petroläther wurde verdunstet und der Rückstand mit 
einigen Kubikzentimetern Alkohol aufgelöst, mit 0,5—1,0 ccm 
п/о alkoholischer Natronlauge versetzt, verdunstet und bei 100° С 
15—30 Minuten getrocknet. Alsdann wurde der Rückstand mit 
Petroläther aufgenommen, durch Asbest abfiltriert, verdunstet 
und getrocknet. Die Seifenlösung wurde noch dreimal mit Petrol- 
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äther geschüttelt und dieser wurde getrennt für sich der oben 
erwähnten Nachbehandlung unterworfen. 
Die Resultate sind folgende: 





| Nummer der Í Cholesterin- 
































Cholesterin- Cholesterin- 
fraktionierten | menge bei der | menge bei der | menge bei der Mittel 
Schüttelungen Probe 1 Probe 2 Probe 8 
I | 0058р | 0,0463 g 
2 i- 0,0026 0,0028 
3 0,0004 0,0001 
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Demnach wurden von dem der Ölsäure extra zugesetzten 
0,05 р Cholesterin bis auf 0,0011g wieder aufgefunden. So- 
mit beträgt der Verlust nur 2,23%,. Aus diesen Untersuchungen 
geht es ferner hervor, daB zweimalige Schüttelungen der Seifen- 
lösung mit Petroläther fast alles Cholesterin quantitativ auf- 
nehmen. | 


Quantitative Bestimmung der unverseifbaren Substanzen 
im R.Fl.P.I. 

Nachdem die Methode von uns ausgearbeitet worden war, 
welche ermöglicht, das zur Fettsäure extra zugesetzte Cholesterin 
genau wieder zu gewinnen, haben wir die unverseifbaren Sub- 
stanzen іп der Fettsäure von R.Fl.P.I. mittels neuer Methode 
noch einmal festgestellt. 

Die Resultate sind: 











Fettsäuren (inklusive ; ‚ 
Versuchs- ünverseifbarer Sühstanz Cholesterin + unverseif- 
nummer + Cholesterin) bare Substanz 
en 
1 | 0,3572 g 0,0118 g = 3,37 °/, 
2 0,3584 0,0155 = 3,13 
3 0,3571 0,0172 = 3,48 
Mittel | 0,3576 g | 0,0148 = 3,53 9), 


Die Fettsäure aus R.Fl.P.I. enthält demnach 3,53%, unver- 
seifbare Substanzen (inklusive Cholesterin). Dieselben sind nur 
tsilweise krystallinisch und zeigten deutliche Cholesterinreaktion 
nach Salkowski. 
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Bei dieser Gelegenheit bemerken wir, daß die Auflösung reinen 
Cholesterins in Chloroform mit Schwefelsäure 1,78 D versetzt, das 
Chloroform nach kurzer Zeit sich tief blutrot färbt und die Farbe 
sehr dauerhaft ist, während die darunterliegende Schwefelsäure 
eine Zeitlang farblos bleibt und fast keine Fluorescenz zeigt. 
Benutzt man dagegen konzentrierte Schwefelsäure (1,84 D), so 
wird die letztere nach kurzer Zeit etwas bräunlich und zeigt grüne 
Fluorescenz, wie nach Angabe von E. Salkowski. Bei der An- 
stellung der Salkowskischen Cholesterinreaktion haben wir 
daher Schwefelsäure von 1,78 D vorgezogen. 

Quantitative Trennung des Cholesterins von der unbekannten 
unverseifbaren Substanz in der Fettsäure ist uns bis jetzt noch 
nicht gelungen, da die beiden Substanzen für alle bis jetzt unter- 
suchten Lösungsmittel sich völlig gleich verhalten. Von der 
Natur der fraglichen Substanz ist nur so viel bekannt, daß sie 
zu den Fettalkoholen gehört. Demnach müssen wir uns vorläufig 
damit begnügen, daß wir die Menge derselben in der Fettsäure 
nur gemeinsam mit Cholesterin ermitteln können. Nach der 
neuesten Angabe von J. Lifschütz (23) sollen beim Kochen des 
Cholesterins mit alkoholischer Kalilauge verschiedene Oxychole- 
sterine entstehen. Ob dieselben mit der oben erwähnten Substanz 
identisch sind, konnten wir nicht mehr berücksichtigen. Auch ist 
die Möglichkeit nicht ganz ausgeschlossen, daß die fragliche Sub- 
stanz ein Umwandlungsprodukt einer Fettsäure ist. 

Die neueste Methode der Cholesterinbestimmung rührt unseres 
Wissens von E. Ritter (24) her. Derselbe verseift 50 g Fett mit 
Natriumalkoholat. Die nach dem Verdunsten des Alkohols zurück- 
bleibende Seife wird mit 75 g Kochsalz versetzt. Das Gemenge 
wird mit wenig Wasser zum großen Teil aufgelöst und wieder 
getrocknet. Die Pulvermasse wird dann im Soxhletschen Apparat 
mit Äther extrahiert. Das Ätherextrakt wird in wenig Alkohol 
aufgelöst und das Cholesterin wird durch viel Wasser zur Aus- 
scheidung gebracht, welche abfiltriert und gewogen wird. Da wir 
für die quantitative Bestimmung zweckmäßiger mit viel kleinerer 
Menge zu arbeiten gewöhnt sind, so haben wir die Angabe von 
Ritter nicht nachgeprüft. 

In bezug auf die literarischen Angaben der bis jetzt bekannt 
gegebenen Cholesterinbestimmungen verweisen wir auf die eben 
zitierte Arbeit von E. Ritter. 
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Kapitel VII. 


Elementare Zusammensetzung der nach unserer Methode 
dargestellten Fettsäuren. 


Vor der Ausführung der eigentlichen Verbrennungen hat einer 
von uns (Suto) nach vielen Vorversuchen in den Vorderteil des 
Verbrennungsrohres eine wesentliche Modifikation angebracht. 
Der allgemein übliche Kork- oder Kautschukverschluß wurde 
ganz verlassen, und statt dessen wird Glas zu Glas direkt in Ver- 
bindung gebracht. Hierdurch konnten die möglichen Fehler- 
quellen, welche auf der mangelhaften Trocknung oder auf dem un- 
vorsichtigen Anbrennen des Gummi- resp. Korkverschlusses be- 
ruhen, ganz beseitigt werden. Außerdem wurde die Druckdifferenz 
im Inneren des Rohres im ganzen Verlaufe der Verbrennung durch 
die geeignete Saugdruckvorrichtung in Verbindung mit Wasser- 
leitung zweckentsprechend beliebig reguliert, so daß die gebildeten 
Gase ohne Befürchtung der Aufblähung des Rohres vollständig 
herausgetrieben werden können. Zahlreiche blinde Versuche haben 
uns gezeigt, daß die Fehlerquellen nunmehr auf das Minimum 
reduziert worden sind. Die ausführlichen Beschreibungen darüber 
wird Suto demnächst veröffentlichen. 


Versuchsreihe 1. 
Kontrollversuche an reiner Fettsäure. 

Die Verbrennung wurde auch in allen folgenden Versuchen 
mit gekörntem Kupferoxyd im Sauerstoffstrome ausgeführt. Die 
Substanz wurde im Porzellanschiffehen gewogen und verbrannt. 
Die Ölsäure wurde aus Olivenöl dargestellt und unter ganz be- 
sonderer Vorsicht mit Petroläther gereinigt. 

Die Ergebnisse der Verbrennungen sind folgende: 


1. 0,1758g Ölsäure gab 0,1876g H,O = 11,94%, H und 0,4872g со, 
= 75,58%, C 
2.0 15846 Ölssure gab 0,1662g H,O = 11,97% H und 0,43186 CO, 
= 75,77% C 
3.0 Lean gab 0,1522g H,O = 11,975% Н und 0,3950; CO, 
= 75,70% C 
Biochemische Zeitschrift Band VIII. 22 
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Hiernach sind: 
Versuchsnummer H С 
1 11,94% 75,58% 
2 11,97 75,77 
3 11,975 75,70 


Mittel 11,96% 75,67% 


Reine Ölsäure Merck: 
0,2256 g gab 0,2392 g H,O und 0,6328 g CO,. 
Hieraus berechnet sich zu: 


11,87%, H und 76,6% C. 


Ölsäure verlangt theoretisch 
12,141% Н und 76,522% С. 


Versuchsreihe 2. 
Material: H.Fl.P. 

Die Fettsäuren wurden nach unserer Methode dargestellt. 
Das Ätherextrakt wurde nur kurze Zeit bei 50° С getrocknet und 
mit Petroläther gereinigt. Die Fettsäuren waren etwas bräunlich 
gefärbt. 

Die Resultate der Verbrennungen sind: 

1. 0,1988 р gab 0,2110g H,O = 11,88%, Н und 0,5386 р CO, 

= 73,95% С. 

2. 0,1348g gab 0,1426 g H,O = 11,85%, Н und 0,3666 g СО, 

= 74,15% C. 

3. 0,2588g gab 0,2736g H,O = 11,84%, Н und 0,7060 р CO, 

= 74,50% C. 

4. 0,2914g gab 0,3078g H,O = 11,82%, Н und 0,7930 g СО, 

= 0,7422% С. 

5. 0,2611 р gab 0,2792g H,O = 11,95%, Н und 0,7166g СО, 

= 74,8%, С. 

6. 0,2077 5 gab 0,2202g H,O =11,87% Н und 0,5588д CO, 

= 73,40%, С. 

7. 0,2466g gab 0,2633g H,O = 11,95%, Н und 0,6765 g СО, 
= 74,85% C. | 
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Demnach sind: 


Versuchsnummer H С 
1 11,88%, 73,95%, 
2 11,85 74,15 
3 11,84 74,50 
4 11,82 74,22 
5 11,95 74,80 
6 11,87 73,40 
7 11,95 74,85 
Mittel 11,88% 74,27%. 


Der Kohlenstoffgehalt ist etwas zu niedrig ausgefallen, als 
Zeichen dafür, daß die Fettsäuren noch nicht rein genug sind. 


Versuchsreihe 3. 
Material: H. SLP 
Die Fettsäuren wurden nach der Verseifung des Fleisch- 
pulvers ohne Vermittlung von Äthyläther direkt mit Petroläther 
aufgenommen und damit gereinigt. Sie waren nur blaßgelb ge- 
färbt. Die Verbrennungen haben folgende Resultate ergeben: 


1. 0,2085 р gab 0,2260 р H,O = 12,14% Н und 0,5876 g СО, 


= 76,9% С. 
2. 0,1871 р gab 0,2028 р H,O = 12,13% Н und 0,5234 р CO, 
= 76,3% С. 
3. 0,1632 р gab 0,1764 р H,O = 12,08%, Н und 0,4536 р СО, 
= 75,8% С. 
Demnach sind: 
Versuchsnummer H C 
1 12,14%, 76,9% 
2 12,13 76,3 
3 12,80 75,8 
Mittel 12,12%, 76,33% 


Wenn man demnach die Fettsäuren von Anfang an direkt 
mit Petroläther ausschüttelt, so erhält man sie stets in reiner 
Form, wie die obige elementare Zusammensetzung es genügend 
beweist. Leider tritt beim direkten Schütteln mit Petroläther 
sehr häufig eine unangenehme Emulsionsbildung auf, und die 

22* 


330 М. Kumagawa und K. Suto: . 


Ausbeute ist dabei stets etwas mangelhaft, während die Opera- 
tion mit vorhergehender Ätherextraktion sehr glatt verläuft und mit- 
Leichtigkeit die Gesamtfettsäuren liefert. Dem Übelstand, daß bei 
der Äther-Petrolätherextraktion die Fettsäuren etwas unrein sind 
und infolgedessen der Kohlenstoffgehalt zu niedrig ausfällt, wie 
die vorhergehende Versuchsreihe es zeigt, konnte dadurch vor- 
gebeugt werden, daß das Ätherextrakt vor der Aufnahme in Petrol- 
äther bei 50° C genügend getrocknet wird. Dieses Verhalten be- 
leuchtet folgende Versuchsreihe. 


Versuchsreihe 3. 
Material: H Si Р. 

Die Fettsäuren wurden nach der Verseifung des Fleisch- 
pulvers mit Äthyläther aufgenommen, das vereinigte und ge- 
reinigte Ätherextrakt wurde bei 50°C 1—2 Stunden getrocknet 
und alsdann mit Petroläther aufgenommen. Das gereinigte Petrol- 
ätherextrakt war jetzt fast farblos oder nur blaßgelb gefärbt, 
etwa ebenso, wie das von vorne mit Petroläther allein ausge- 
schüttelte. 

Die Resultate der Verbrennungen sind: 


1. 0,1248 g gab 0,1334 g H,O = 11,955%, Н und 0,3456 g CO, 


= 75,55% С. | 
2. 0,1681 g gab 0,1800 g H,O = 11,98% Н und 0,4670g CO, 
= 75,8% C. 
3. 0,2321 р gab 0,2473g H,O = 11,92%, H und 0,6483 р CO, 
= 76,21% С. 
Demnach sind: 
Versuchsnummer H С 
1 11,96% 75,55%, 
2 11,98 75,80 
3 11,92 76,21 
Mittel 11,95% 75,85% 


Nach diesen Ergebnissen kann man die Fettsäuren als ge- 
nügend rein ansehen. 

Dieses Verhalten wurde an einem anderen Fleischmateriat 
noch einmal geprüft. 
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Versuchsreihe 5. 
Material: R.FI.P.II. 
. Die Fettsäuren wurden nach der Verseifung des Fleisch- 
pulvers mit Äther und Petroläther behandelt. Das Ätherextrakt 
wurde vor der Aufnahme in Petroläther nur kurze Zeit bei 50° С 
getrocknet. 
Die Resultate der Verbrennungen sind: 


1. 0,2324g gab 0,2522g H,O = 12,14%, Н und 0,6298 g CO, 


= 73,91%, С 
2. 0,2458 р gab 0,2624 H,O = 11,95% Н und 0,6692 р CO, 
— 74,25%, С 
3. 0,2572 g a 0,2802 g H,O = 12,19% Н und 0,7044 g СО, 
-= 74,68% С 
4. 0,2760g * 0,2936 g H,O = 11,90% H und 0,7504 g CO, 
= 74,27% С 
Demnach sind: 
Versuchsnummer H С 
1 12,14%, 73,91% 
2 11,95 74,25 ` 
3 12,19 74,68 
4 11,90 74,25 
Mittel 12,05%, 74,27% 


Auch bei dieser Versuchsreihe fällt bei der mangelhaften 
Trocknung des Ätherextraktes der Kohlenstoffgehalt etwas zu 
niedrig aus. 


Versuchsreihe 6. 
Material: R.FI.P.II. | 
Das Ätherextrakt wurde vor der Aufnahme in Petroläther 
bei 50°C 1—2 Stunden getrocknet. Das Petrolätherextrakt war 
nur blaßgelb gefärbt. | 
Die Resultate der Verbrennungen sind: 


l, 0,2832 g geg 0,3074 g H,0=12,15% Н und 0,7950 g CO, 
= 76,56%, С | 

2. 0,2752 gab 0,2962 g H,O = 12,05% H und SC о, 
= 75,72% С 
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3. 0,2102 g gab 0,2250 g H,O = 11,98%, Н und 0,5812g CO, 
= 75,41%, С 

4. 0,1947 g gab 0,2136 g H,O = 12,11% Н und 0,5428g CO, 
== 75,06% С 


Versuchsnummer H С 
1 12,15%, 76,56% 
2 12,05 75,72 
3 11,98 75,41 
4 12,11 75,06 
Mittel 12,07% 75,69%, 


Nach der genügenden Trocknung des Ätherextraktes sind die 
Fettsäuren auch bei diesem Fleischmaterial ebenso rein, wie bei 
Н.ЕІ.Р. Demnach ziehen wir vor, die frei gemachten Fettsäuren 
nach der Verseifung des Fleischpulvers nicht direkt mit Petrol- 
äther, sondern zuerst mit Äthyläther aufzunehmen, und erst dann 
das Ätherextrakt mit Petroläther auszuziehen. Nur muß hierzu 
ausdrücklich betont werden, daß das Ätherextrakt vor der Auf- 
nahme in Petroläther bei 50° C genügend getrocknet werden muß, 
um die reinen farblosen Fettsäuren zu erhalten. 

Fassen wir die Hauptresultate der Verbrennungen noch ein- 
mal hier kurz zusammen, so sind die Kohlenstoff- und Wasser- 
stoffwerte der Fettsäuren beider Fleischarten bei planmäßiger 
Äther-Petrolätherbehandlung im Mittel folgende: 


Fettsäuren aus: H С _` 
FER 2% 22 5% 11,95%, 75,85%, 
R.FLP.I....... 12,07 75,69 
Mittel. . . 2. 2.2... 12,03%, 75,82%, 


Die Fettsäuren aus dem Fleischpulver sind nun еіп Ge- 
menge von Ölsäure, Palmitinsäure und Stearinsäure. Es ist 
nicht leicht, in diesem Gemenge die einzelnen Fettsäuren genau 
quantitativ zu bestimmen, weil man zurzeit keine einwands- 
freie Methode kennt, welche ermöglicht, Palmitinsäure und 
Stearinsäure quantitativ zu trennen. Dagegen läßt sich mittels 
der Hüblschen Jodzahl die Menge der Ölsäure ziemlich exakt 
eruieren. Daher haben wir von Fettsäuren aus R.Fl.P.II. einige 
Jodzahlen bestimmt. 
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Material: Fetteäuren aus R.FI.P.II. 
Verseuchenummer Jodzahl nach Hab 


1 65,16 
2 65,43 
3 65,90 
4 65,16 
"Mittel 65,41 


Aus der Jodzahl 65,41 berechnet sich nach der Formel 
a der Gehalt der Ölsäure zu 72,62%. Demnach be- 
stehen die übrigen 27,39%, in einem Gemenge von Palmitin- und 
Stearinsäure. Wird hiervon die Menge der Palmitinsäure zu 2/, 
und die der Stearinsäure zu !/„ veranschlagt, so stellt die vor- 
liegende Fettsäure aus Rindfleischpulver ein Gemenge von 


72,62%, Ölsäure, 
18,26%, Palmitinsäure und 
9,13%, Stearinsäure. 


In diesem Gemenge sind Kohlenstoff und Wasserstoff nach 
der theoretischen Berechnung in folgendem Verhalten enthalten: 


С H 
іп Овёше.......... 55,57% 8,82% 
in Palmitinsäure „,..... 13,68 2,30 
in Stearinsäure . . . 2.2... 6,94 1,16 
Summa .. 2222020000 76,19% 12,28% 


gefunden wurden demgegenüber . 75,82%, 12,03%, 
die Differenz beträgt somit . . . 0,37% 0,25%. 


Wird 76,19 = 100 gesetzt, so entepricht 0,37 = 0,48%, ; wird 
12,28 = 100 gesetzt, so entspricht 0,25 = 2,1%. Demnach beträgt 
die gefundene Zahl im Kohlenstoffwerte 0,48%, und im Wasser» 
stoffwerte 2,1%, weniger, als nach der theoretischen Berechnung. 
Dieser Befund weist darauf hin, daß die nach unserer Methode 
dargestellten Fettsäuren doch in einer ganz geringen Menge 
Beimengungen enthalten, welche indes für die praktische Ana- 
уве ohne nennenswerten Fehler ganz vernachlässigt werden 
können. 

Um für die Zusammensetzung der tierischen Fettsäuren in 
etwas allgemein verwertbarer Gestalt Ausdruck zu geben, haben 
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wir im folgenden .elementare Zusammensetzung derjenigen Fett- 
säuren berechnet, welche in einem Gemenge von rund: 
70%, Ölsäure, 
20%, Palmitinsäure, 
10%, Stearinsäure 


bestehen. In einem solchen Gemenge berechnen sich: 


für Ölsäure ......... 53,579) 8,50% 
1... für Palmitinsäure . . . .... 14,98 2,52 
‚ „für Stearinsäure ....... _ 7,80 1,27 
Summa ........... 76,15% 12,29% 


ебеп:........... 76,19%, 12,28%. 


Die beiden Werte stimmen demnach fast vollkommen überein. 
Es war nun interessant zu eruieren, welcher Faktor hier maß- 
gebend ist, um das obige Fettsäuregemisch in Neutralfett um- 
zurechnen. Dazu muß zunächst prozentische Zusammensetzung 
der einzelnen Fettsäuren in jenem Gemenge bekannt sein. 
‚ Es verhält sich nun die Menge der Fettsäure zu dem ent- 
sprechenden Neutralfett, wie folgt: 


Ölsäure in Olein . . 2 2 2 2 2 2... 95,7035%, 


Palmitinsäure in Palmitin . . . . . 95,288% 
Stearinsäure in Stearin ...... . 95,7339. 


Hiernach berechnet sich die Menge der einzelnen Fettsäuren 
in dem Neutralfette aus dem obigen Fettsäuregemenge, wie folgt: 


70 
95,7035 х о = men 
20 | 
95,288 х 100” 19,0576. | 
10 
95,733 х тоб = 9,5733. 
Summa = 95,62340/,. 
Hieraus folgt а = 1,04577 = rund 1,046 
8% 5956234 ° = — 


Der Faktor, mittels dessen sich das Neutralfett aus der Fett- 
säure obiger Zusammensetzung umrechnen läßt, stimmt dem- 
nach mit der von uns bereits als richtig anerkannten und in 
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diese ganzen Abhandlung wiederholt verwerteten Zahl genau 
überein. . 


Untersuchungen der Fettsäuren auf ihre Verunreinigungen. 

In der obigen Betrachtung haben wir gesehen, daß die nach 
unserer Methode dargestellten Fettsäuren doch in ganz geringer 
Menge Beimengungen einschließen. Deshalb haben wir im folgen- 
den bei ihnen auf den Gehalt von Asche, Stickstoff, Schwefel 
und Phosphor untersucht. 

Zu dem Zwecke haben wir genau nach der im folgenden 
Kapitel beschriebenen Vorschrift Fettsäuren dargestellt. 

Aus je 3,00 g R.Fl.P.II. haben wir gewonnen: 


Nummer 1... . . 0,3570 р Fettsäuren 
F Же. жеи Жый 0,3568 er 
н З Е 0,3578 Е 
ò = e can ge 0,3578 a 
е ЕЕЕ" 0,3570 Е 
Т Os 0,3554 ge 
т J 0,3552 = 


Untersuchung auf Asche. 

Aschefreies Filterpapier von Schleicher - Scholl wurde 
ganz fest aufgerollt und in die geschmolzene Fettsäure (Nr. 1) 
hineingetaucht, wobei dieselbe vom Papier zum größten Teil auf- 
gesogen wurde. Das letztere wurde dann ganz vorsichtig ver- 
brannt und die Kohle in den gewogenen Platintiegel hineinge- 
bracht. Der im Becherglas noch anhaftende Rest der Fettsäure 
wurde mittels Petroläthers in den Tiegel vollends ausgespült. 
Der Petroläther wurde auf dem Wasserbade unter Benutzung von 
Wasserstrahlgebläse verdunstet und dann allmählich ausgeglüht. 
Der Tiegel zeigte keine Gewichtszunahme. Während wir früher 
im Alkoholätherextrakte etwa in 2%, desselben Asche aufgefunden 
haben, ist das planmäßig dargestellte Äther-Petrolätherextrakt 
nunmehr vollkommen aschefrei. 


Untersuchung auf Stickstofigehalt 


Nr. 2 und 3 (0,3568 g und 0,3578 g) wurden für sich mittels 
absoluten Äthers in den Rundkolben hineingebracht. Nach dem 
Verdunsten des Äthers wurde der Rückstand unter Zusatz von 
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10 cem konzentrierter Schwefelsäure, 0,3 g Kupfersulfat und 3,0 g 
Kaliumsulfat verbrannt. Die Kontrollprobe wies stets 0,1 ccm 
n/ o- Schwefelsäure -Verlust auf. Nach dieser Korrektur wurde 


in der Probe 1 verbraucht 0,15 ccm 2/,.-Schwefelsäure, 
= 0,00021 g N für 0,3568 g Fettsäure, 
= гапа 0,06%, der Fettsäure; 

in der Probe 2 verbraucht 0,2 ccm 2/,,-Schwefelsäure, 
= 0,00028 g N für 0,3678 g Fettsäure, 
= rund 0,08%, der Fettsäure. 


Das Mittel der beiden Bestimmungen weist demnach 0,07%, 
der Fettsäure auf Stickstoffgehalt hin. 

Diese Spur Stickstoff könnte möglicherweise bei der Trock- 
nung der Fettsäure im Trockenschrank von dem Ammoniak- 
gehalt des Leuchtgases herrühren. Daß unser Leuchtgas etwas 
Ammoniak enthält, ist durch besondere Versuche nachgewiesen 
worden. 


Untersuchung auf Schwefel. 

Hierzu dienten Nr. 4 und 5. Die Fettsäuren wurden mit 
7g schwefel- und phosphorfreier Salpetermischung unter Be- 
nutzung von Spiritusflammen verbrannt. Weiter nach dem be- 
kannten Gang wurde gefunden: 


in der Probe 1 0,0013 р BaSO,, 
= 0,0001785 g S für 0,3578 g Fettsäure, 
= rund 0,050% Schwefel; 

їп der Probe 2 0,0012 g BaSO,, 
= 0,0001648 g S für 0,3570 g Fettsäure, 
= rund 0,046% Schwefel. 


Das Mittel der beiden Bestimmungen hat in 0,05% der Fett- 
säuren Schwefel ergeben. 


Untersuchung auf Phosphorgehalt. 
Die Proben 6 und 7 wurden nach der Molybdänsäuremethode 
auf Phosphorgehalt untersucht. 
Probe 1 gab 0,0004 g Mg,P,O, für 0,3554 g Fettsäuren, 
= 0,00011 g Phosphor, 
= 0,031 % der Fettsäure. 
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Probe 2 gab 0,0003 g Mg,P,O, für 0,3552 д Fettsäuren, 
= 0,000084 д Phosphor, 
= 0,025%, der Fettsäuren. 


Das Mittel der beiden Bestimmungen hat demnach 0,028% 
Phosphor ergeben. 

Nach diesen Untersuchungen hat sich herausgestellt, daß die 
nach unserer Methode dargestellten Fettsäuren zwar aschefrei, 
aber 0,07%, Stickstoff, 0,05%, Schwefel und 0,028%, Phosphor als 
Verunreinigungen enthalten. 

Hieraus läßt sich wohl erklären, daß in unseren Fettsäuren 
0,48%, Kohlenstoff und 2,1%, Wasserstoff weniger aufgefunden 
worden sind, als nach der theoretischen Berechnung. Diese Diffe- 
renzen sind aber so klein, daß sie für gewöhnliche Analysen ohne 
Bedenken ganz vernachlässigt werden können. 


Bemerkung zur Elementaranalyse der Fettsäuren. 

Alle oben angeführten Elementaranalysen sind mit den von 
den unverseifbaren Substanzen nicht isolierten Fettsäuren aus- 
geführt worden. Einige Bestimmungen, welche mit den von den 
ersteren ganz befreiten Fettsäuren ausgeführt worden waren, 
haben in bezug auf den Gehalt von Kohlenstoff und Wasserstoff 
keinen nachweisbaren Unterschied ergeben. Dies beruht wohl 
darauf, daß die Menge der beigemengten unverseifbaren Sub- 
stanzen im Vergleiche zu der der Fettsäuren sehr klein ist (etwa 
39), obwohl die ersteren noch reicher an Kohlenstoff ist, als 
die letzteren (etwa 84%, gegen 76%). 


Kapitel VIII. 
Beschreibung unserer eigenen Methoden. 

Da die Methoden im Laufe der besprochenen Versuche in 
Einzelheiten vielfach verbessert und vervollständigt worden sind, 
so führen wir hier den Gang der Ausführungen in definitiver 
Form an. 


1. Verseifungsmethode. 
Je nach dem Fettgehalt werden 2—5 д Organpulver in einem 
Becherglas mit 25 ccm Bicher Normalnatronlauge (20 g NaHO 
іп 100 ccm) auf dem Wasserbade zwei Stunden zerkocht. Zweck- 


338.. . M. Kumagawa und K. Suto: 


mäßig bedeckt man das Becherglas während des Kochens mit der 
früher beschriebenen Glasglocke (Fig. 4). Die Temperatur steigt im 
Inneren derselben überall auf 100° C. Während der Verseifung 
wird die Mischung ein paarmal mit dem Glasstabe umgerührt. 
Schon nach etwa 10 Minuten erfolgt eine gleichmäßige Auflösung 
des Fleischpulvers bis auf wenige Flocken. Nach etwa zwei- 
stündigem Zerkochen wird die Lösung noch heiß in einen herme- 
tisch schließenden Scheidetrichter von ca. 250 ccm Rauminhalt 
hineingebracht. Das Becherglas wird 2—3 mal mit ein wenig 
warmem Wasser (etwa 5 ccm) gut ausgespült. Nun wird die 
Mischung mit 30 ccm 20 prozentiger Salzsäure (1,1 D) überneutra- 
lisiert. Zu dem Zwecke werden am besten nach dem Erkalten 
des Trichterinhaltes bis auf etwa 40—50° С zunächst 20 ccm der 
Säure auf einmal hineingegossen, tüchtig geschüttelt und mittels 
Leitungswassers gut abgekühlt. Alsdann werden die übrigen 
10 ccm der Säure gegeben und ganz ebenso wie vorher behandelt. 
Es tritt dabei einereichliche Ausscheidung auf. Nach guter Kühlung 
werden nun 70—100 cem Äthyläther hinzugegeben und tüchtig 
geschüttelt. Trennung erfolgt meist sofort. Der Niederschlag 
verdichtet sich hierbei zu einer dünnen Schicht in der Mitte. 
Die klare wässerige Schicht wird nach einigen Minuten abgegossen. 
Der bräunlich gefärbte Äther wird vorsichtig in ein Becherglas 
umgegossen. Der Trichter mit Niederschlag wird zweimal mit ein 
wenig Äther (5—10 cem) ausgespült. Der letztere wird alsdann 
mit etwa 5ccm Normalnatronlauge unter Schütteln nochmals 
aufgelöst. Diese alkalische Lösung wird von neuem mit 30—50 ccm 
Äther tüchtig geschüttelt. Hierzu wird jene stark saure wässerige 
Lösung der ersten Schüttelung hineingebracht und nochmals gut 
geschüttelt. Die Reaktion wird hierbei sauer und die restierende 
Fettsäure geht hierdurch quantitativ in den Äther über. Durch 
wiederholte Prüfung wurde festgestellt, daß sowohl in dem neu 
ausgeschiedenen ganz geringen Niederschlage, wie auch in dem 
Schüttelwasser keine Spur Fettsäure mehr zurück bleibt, Der 
vereinigte Äther wird verdunstet, dann nochmals mit absolutem 
Äther aufgenommen, durch Asbest (Fig. 1) abfiltriert und ver- 
dunstet. (Zum Verdunsten bedient man sich am zweckmäßigsten 
der Einrichtung Fig. 3.) Dieses Ätherextrakt, welches außer Fett- 
säuren Farbstoff, Milchsäure und noch andere Beimengungen 
enthält, wird jetzt bei 50°C einige Stunden gut getrocknet und 
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erst dann mit Petroläther extrahiert. Zu dem Zwecke gießt man 
am zweckmäßigsten auf das noch warme Ätherextrakt aus dem 
Trockenschranke sofort etwa 20—30 ccm Petroläther unter 
sanftem Umschwenken des Becherglases allmählich auf. Es tritt 
hierbei in der Regel eine milchige Trübung auf. Das Becherglas 
wird jetzt mit einem Uhrglas bedeckt und !/,—1 Stunde stehen 
gelassen, wobei der größte Teil der emulsionsartigen Ausscheidung 
sich harzartig zu Boden niederschlägt. Hierauf wird der Petrol- 
äther durch Asbest abfiltriert, das farblose Filtrat wird verdunstet 
und bei 50°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, welche nun- 
mehr in kurzer Zeit erreicht wird. Eine genügende Trocknung 
des Ätherextraktes vor der Aufnahme desselben in Petroläther 
ist ganz besonders wichtig, um die Fettsäuren in reiner, farbloser 
Form zu erhalten. 

Wie man sieht, ist die Ausführung der Methode äußerst ein- 
fach. Man braucht keine besonderen Apparate oder Reagenzien. 
Hervorzuheben ist der Umstand, daß man mittels dieser Methode 
in einem Tage mehrere Bestimmungen mit Leichtigkeit aus- 
führen kann. 


2. Quantitative Trennung der unverseifbaren Substanzen 
(inklusive Cholesterin) von den Fettsäuren. 


Die nach der Verseifungsmethode dargestellten Fettsäuren 
werden in einem Scheidetrichter mit etwa 50—70 ccm Petrol- 
äther aufgelöst. Hierzu wird 0/, absolutalkoholische Kalilauge 
in einer solchen Menge zugesetzt, daß dieselbe etwa 30—40 faches 
Volum des betreffenden Petrolätherextraktes beträgt. Die 
Mischung wird einigemal tüchtig geschüttelt. Es entsteht hierbei 
stets eine absolut klare Auflösung. Hierzu wird genau ebensoviel 
Wasser hinzugefügt, wie die zugesetzte Menge der ®/,-Kalilauge, 
und ein paarmal geschüttelt. Indem hierdurch die Konzentration 
des Alkohols auf ungefähr 50 Vol.-%, sinkt, erfolgt jetzt sofort 
eine glatte Trennung der oberen Petroläther- und der unteren 
Alkoholschicht. Dabei gehen die unverseifbaren Substanzen in 
Petroläther über, während die Seife in der unteren Alkoholschicht 
aufgelöst zurückbleibt. Die abgetrennte alkoholische Seifenlösung 
wird noch einmal mit 30—40 ccm neuen Petroläthers geschüttelt. 
Der vereinigte Petroläther wird verdunstet und der Rückstand 
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durch die Nachbehandlung von der geringen Menge beigemengter 
Fettsäure vollkommen befreit. Zu diesem Zwecke wird das Petrol- 
ätherextrakt nochmals in ein wenig Alkohol aufgelöst, mit 0,5 
bis 1,0 ccm 2/,, alkoholischer Natronlauge versetzt, wiederum auf 
dem Wasserbade verdunstet, 15—30 Minuten bei 100° С getrocknet. 
Der Rückstand wird noch heiß mit Petroläther extrahiert, durch 
Asbest abfiltriert, verdunstet und nunmehr bei 100° С bis zur 
Gewichtekonstanz getrocknet. Das so gewonnene Extrakt stellt 
ein Gemenge von Cholesterin und noch unbekannter unverseif- 
barer Substanz dar. 


Kapitel IX. 
Schlußbetrachtung. 


Begründung und Rechtfertigung unseres Verseifungsverfahrens 
als Fetibestimmungsmethode. 

Wir bestimmen, wie ersichtlich, mit unserer Methode aus- 
schließlich die Menge der hohen Fettsäuren ohne Rücksicht dar- 
auf, zu welchen Verbindungen dieselben gehören. Gegenwärtig 
ist in tierischem Material eine ganze Reihe von Verbindungen be- 
kannt, welche im Moleküle Fettsäureradikale enthalten. Dahin 
gehören Neutralfett, Lecithin, Seife, Protagone, Cerebrin, Chole- 
sterinester, Jecorin, Myelin, Lecithalbumin usw. Darunter über- 
wiegt der Menge nach natürlich das Neutralfett. Außer Lecithin 
sind die übrigen Verbindungen allerdings an Menge meist nur un- 
bedeutend. Doch können einige der letzteren in einzelnen Organen, 
namentlich im Centralnervensystem, in größerer Menge auftreten. 
Nach unserer Methode werden alle genannten Verbindungen zu- 
nächst in ihre einzelnen Komponenten zerlegt und hieraus wird 
die Gesamtmenge der hohen Fettsäuren quantitativ ermittelt. 
Daß die letzteren für die Fettanalyse als genügend rein angesehen 
werden dürfen, ist durch die eingehenden Untersuchungen ihrer 
elementaren Zusammensetzung usw. erwiesen worden. Im strengen 
Sinne ist daher unser Verfahren nicht eine Fettbestimmungs- 
methode, sondern ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung 
hoher Fettsäuren in tierischem Material insgesamt, wenn wir vor- 
läufig von den unverseifbaren Substanzen ganz absehen. Fragt 
man danach, was man eigentlich mit den bisher bekannten 
Methoden bestimmt, so würde darauf keiner der Autoren eine 
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präzise Antwort geben können. Außer der Verseifungsmethode 
von у. Liebermann-Sz6ökely, welche allein das beabsichtigte 
Ziel klar vorschreibt, bestreben sich fast alle anderen Methoden 
stillschweigend dahin, aus dem Organpulver das Äther- resp. 
Petrolätherextrakt ad Maximum herauszuziehen. Und das so 
gewonnene Extrakt bezeichnet man einfach als Fett. Allein es 
wird von einem oder anderem Extraktionsmittel viel zu viel ver- 
langt, daß dasselbe aus den unzähligen Verbindungen tierischen 
Materials Fett oder fettartige Verbindungen (der Kürze halber 
unten „Fettarten‘‘ genannt) allein und zwar genau quantitativ 
herausziehen soll. Als natürliche Folge hiervon hat sich heraus- 
gestellt, daß alle diejenigen Methoden, welche sich über besonders 
hohe Ausbeute erfreuen, wie die Alkoholmethode von Rosen- 
feld, Bogdanow usw. in ihren Extrakten in einer Größe von 
17,4—46%, der darin enthaltenen Fettarten Verunreinigungen ein- 
schließen, und trotzdem über 10%, der hohen Fettsäuren der Be- 
stimmung entgehen, während wiederum andere Methoden, welche 
allerdings viel reinere Fettarten liefern, wie die Methode der 
Ätherextraktion resp. Petrolätherextraktion von Soxhlet, E. 
Voit, W. Glikin usw. ebenfalls gegen 10%, im Werte der 
hohen Fettsäuren einfach vernachlässigen. Die Verdauungs- 
methode von Pflüger - Dormeyer, welche diesen Verlust zu 
vermeiden bezweckte, nimmt leider von neuem eine so beträcht- 
liche Menge Beimengungen auf, daß dieselben 16,7—40%, der 
Fettarten entsprechen. Trotzdem entgehen auch bei dieser 
Methode über 10% der hohen Fettsäuren der Bestimmung. Diese 
Ergebnisse geben uns Beweise dafür, daß alle diejenigen Methoden, 
welche die Fettarten als solche aus dem Organpulver quantitativ 
herauszuziehen bezwecken, sich geradezu nach Unmöglichkeiten 
bestreben. Die Verseifungsmethode von v. Liebermann-Sze- 
kely, welche dem Prinzip nach unter den bisher bekannten 
Methoden der Fettbestimmung als die richtigste bezeichnet werden 
darf, leidet wiederum daran, daß dieselbe eine viel zu große Menge 
niederer Fettsäuren mitbestimmt, welche unzweifelhaft aus der 
Zersetzung der anderen Fleischbestandteile stammt. Auch bei 
dieser Methode entgehen außerdem ebenfalls etwa 9%, der hohen 
Fettsäuren der Bestimmung. 

Demnach gestattet uns keine der bisher bekannten Methoden, 
aus dem tierischen Material das Neutralfett allein quantitativ zu 
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isolieren. Um so weniger sind wir imstande, die einzelnen Ver- 
bindungen mit: Fettsäureradikale getrennt zu bestimmen. Auch 
die bis jetzt allgemein anerkannte Anschauung, der zufolge das 
Lecithin aus dem Ätherextrakte durch Aceton quantitativ gefällt 
werden soll, ist durch unsere Untersuchungen als ganz irrtümlich 
erwiesen worden. Sollte es uns einstweilen gelingen, sämtliche 
Fettarten ohne Beimengung anderer Substanzen aus dem Organ- 
pulver vollkommen herauszuziehen, so würde das so gewonnene 
Extrakt doch ein Gemenge von Verbindungen grundverschiedener 
Molekulargröße darstellen, welches in keiner Hinsicht eine ver- 
gleichbare Einheit bildet und daher schwerlich einfach als Fett 
bezeichnet werden darf. Was für die genannten Verbindungen 
einzig gemeinsam ist, das sind nur die hohen Fettsäuren. Dem- 
nach bilden die letzteren allein für alle fettartigen Substanzen 
gemeinsame charakteristische Bausteine. 

Zu den biologisch bedeutsamen Fragen in der Gegenwart, 
muß unzweifelhaft auch das Problem der Fettbildung aus Eiweiß 
im Tierkörper aufgezählt werden. Zur Entscheidung dieser Frage 
ist gerade die exakte Feststellung der hohen Fettsäuren allein 
maßgebend, wie unter anderem auch F. Siegert (25) sich da- 
rüber mit klarem Begriffe ausdrückt: ‚Die fettige Degeneration der 
pathologischen Anatomen kann nur Bezug haben auf die Bildung 
wasserunlöslicher Fette oder Fettsäuren, nicht aber auf Bildung 
der niedersten Fettsäuren, welche als solche und in ihren Glyce- 
riden noch mehr oder weniger wasserlöslich sind, ebensowenig 
auf Milchsäure und andere Oxysäuren welche, obgleich äther- 
löslich, doch an dem histologischen Bilde, der fettigen Ререпега- 
tion sicher keinen Anteil nehmen. Der Nachweis echter Fett- 
bildung muß also hinauslaufen auf einen Nachweis der Ent- 
stehung hoher Fettsäuren, nicht etwa bloß einer Zunahme des 
Ätherextraktes.“ Е. Kraus (26) sagt darüber ebenfalls: „Die 
maßgebende chemische Leistung bei der Fettbildung im Organis- 
mus ist ausschließlich die Entstehung der höheren Fettsäuren.‘ 
Daß Virchow mit dem Ausdrucke ‚‚fettiger Degeneration‘ eine 
wirkliche Umwandlung von Protoplasmaeiweiß in Fett, nicht 
etwa bloß eine Abspaltung von Fettsäureradikalen aus den in 
den Zellen enthaltenen Protagonen oder Lecithinen gemeint hat, 
wie Fr. Müller (27) ihren chemischen Vorgang auf die letzte 
Weise definiert, darüber hat neuerdings G. Rosenfeld (28) ein- 


Quantitative Bestimmung von Fett und unverseifbaren Substanzen usw. 343 


gehenderweise diskutiert und den Standpunkt von Virchow 
klargestellt. 

Demnach steht es fest, daß die Entscheidung der in Kede 
stehenden Fragen ohne einwandsfreie Bestimmung sämtlicher 
hoher Fettsäuren ganz unmöglich ist. Leider sind alle bisherige 
Untersuchungen, welche sich mit den Fettbildungsfragen im Tier- 
körper beschäftigt haben, mit fehlerhaften Methoden angestellt 
worden. Daher bedürfen die bisher gewonnenen Resultate betreffs 
genannter Fragen einer erneuten Revision mittels einer einwands- 
freien Methode. 

Wenn wir somit vorschlagen, zur Fettbestimmung tierischen 
Materials hohe Fettsäuren allein zu berücksichtigen, so wird es 
jedem Unbefangenen im ersten Augenblicke etwas befremdend 
erscheinen, weil das tierische Neutralfett regelmäßig Triglyceride 
hoher und niedriger Fettsäuren darstellt. Zieht man indessen die 
Zusammensetzung tierischen Fettes etwas genauer in Betracht, 
so wird man leicht einsehen, daß unsere Auffassung durchaus be- 
gründet und zweckmäßig ist. Sucht man in dem großen Werke der 
Fettchemie von Benedikt-Ulzer sowie im Buch von Lewko- 
witsch nach den Hehnerschen Zahlen, so lauten die haupt- 
sächlichen Angaben darüber, wie folgt: 





Bemerkungen 

















Art der Fette | Hehnersche Zahl 
Hundefett | 95,7 | Mittel von 2 Bestimmungen 
Pferdefett | 95,9 | Е a5 = 
Schweinefett _ 95,7 | s „8 М 
Hammelfett | 95,5 бо е gen R 


Rindstalg | 95,6 | 7 er е 


Gesamtmittel | 95,7 


е 


Die Hehnersche Zahlen geben bekanntlich die Menge der 
wasserunlöslichen Fettsäuren in 100 g Neutralfett an. Die nach 
unserer Methode dargestellten Fettsäuren sind auch nichts anders 
als die wasserunlöslichen Fettsäuren. Demnach sind die beiden Fett- 
säuren identisch. Das Neutralfett der meisten Säugetiere besteht 
somit zu 95,7%, aus hohen Fettsäuren. Die fehlenden 4,3%, ge- 
hören dem Glycerin und den niederen Fettsäuren an. Die Menge 
der letzteren kann man aus Reichert - Meißlscher Zahl leicht 
berechnen. 
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Die Angaben darüber im Benedikt-ÜUlzer lauten: 


Reichert-Meißlsche | 


Art der Fette Ж Bemerkungen 











ganz besonders hohe Werte er- 


Zahl | 

Менем J 0,30 | 
Rindstalg 0,50 | 
Schweinefett ` 0,68 | 
Hundefett ` 0,57 | 
Pferdefett | 0,65 | 

8 1,89 Mittel von 2 Analysen, welche 
| 


| geben haben 
Summa | 4,59 
Mittel 0,765 


Rechnet man diese Zahl auf Buttersäure um, so entspricht die 
Menge derselben 0,135% des Neutralfettes. Demnach enthält das 
Säugetierfett flüchtige Fettsäuren in der Regel in einer so ge- 
ringen Menge, daß man dieselbe für die gewöhnliche Analyse ohne 
merklichen Fehler ganz vernachlässigen kann. Nur das Butter- 
fett, einige Tranarten und einige Pflanzenöle enthalten dieselben 
in etwas größerer Menge. Daß die Reichert - Meißlsche Zahl 
in der Fettchemie vielfach gewürdigt wird, hat hauptsächlich 
wohl darin seinen Grund, weil man von unbekannten Fetten durch 
die Feststellung der genannten Zahl die Natur derselben charak- 
terisieren kann, um hieraus weitere Untersuchungen anzuknüpfen. 
Für die bekannten Fette der Säugetiere, deren Reichert - Meißl- 
sche Zahl verschwindend klein ist, hat ihre Feststellung fast keine 
Bedeutung. Daher kann man bei ihnen ohne nennenswerten 
Fehler die Menge derselben ganz vernachlässigen und ihr Neutral- 
fett einfach als Triglyceride der hohen Fettsäuren betrachten. 
Demnach würde das Fett der meisten Säugetiere zu 95,7%, in 
hohen Fettsäuren und zu 4,3% in Glycerin bestehen. Der Faktor, 
mit dem sich die Menge des Neutralfettes aus den hohen Fettsäuren 
berechnen läßt, beträgt somit hier 1,045. Wir haben bei der bis- 
herigen Betrachtung, die gefundenen Fettsäuren in Neutralfett 
umzurechnen, den Faktor 1,046 als richtigen Wert gefunden. Die 
beiden Werte stimmen demnach fast vollkommen überein. Hier- 
aus kann man zur Genüge ersehen, daß die Feststellung der hohen 
Fettsäuren unzweifelhaft die rationellste Methode der Fettbestim- 
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mung ist. Die Angaben von Bogdanow (29) sowie von Dor- 
meyer, daß im Fleischmaterial zwei Arten von Fetten, nämlich 
eine leicht extrahierbare interstitielle und eine schwer extrahier- 
bare parenchymatöse mit größerer Menge flüchtiger Fettsäuren, 
existieren sollen, sind einfach deshalb unhaltbar, weil wir mittels 
der Alkoholmethode unter Benutzung von Heißextraktor imstande 
sind, alle Verbindungen mit Fettsäureradikalen aus dem Fleisch- 
pulver vollständig herauszuziehen, wenn man dasselbe genügend 
fein pulverisiert. Auch wäre es in hohem Maße merkwürdig und 
unverständlich, daß in getrocknetem und fein pulverisiertem 
Fleischmaterial, in welchem die Zellen zum großen Teil zertrümmert 
und durchgemischt worden sind, dennoch das Fett des Intersti- 
tiums und das des Parenchyms sich in völlig getrenntem Zustande 
vorfinden sollen. 

In der Stoffwechsel- und Ernährungsphysiologie hat sich seit 
langer Zeit der Modus eingebürgert, die Menge der Eiweißkörper 
aus Stickstoff und die der Kohlenhydrate aus der Reduktionskraft 
zu berechnen, weil die quantitative Isolierung derselben in den 
meisten Fällen fast unmöglich ist. Nur die Fettbestimmung wurde 
in dieser Hinsicht stiefmütterlich behandelt. Der tief einge- 
wurzelte Irrtum, daß das Fett allein sich durch einfache Extrak- 
tion aus dem ÖOrganpulver genau quantitativ isolieren ließe, 
hat uns bis jetzt zu groben Fehlern Veranlassung gegeben. 
Dieser Irrtum ist um so auffälliger, da die indirekte Fettbestim- 
mung von hohen Fettsäuren aus wegen der großen Stabilität und 
wegen des größeren Prozentgehaltes derselben ungleich sicherer 
und genauerer ist, als die indirekte Bestimmung der Eiweißkörper 
und Kohlenhydrate. 

Demnach halten wir für berechtigt, auszusprechen, daß unsere 
direkte Verseifungsmethode für die Fettanalyse tierischen Mate- 
rials unter allen Umständen die erste Grundlage bildet. Je nach 
der Anforderung der Genauigkeit wird dann unverseifbare Sub- 
stanz nach der von uns ausgearbeiteten Methode von den Fett- 
säuren getrennt und ferner durch die Phosphorbestimmung des 
Alkohol-Ätherextraktes die Menge des Lecithins berechnet, wenn 
auch die Riehtigkeit derartiger Berechnung noch nicht außer 
allem Zweifel erwiesen worden ist. Wenn sich alsdann von dem- 
selben Urmaterial eine gewisse Menge reineren Fettes durch Aus- 


schmelzen gewinnen läßt, und wenn damit verschiedene quantitative 
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Reaktionen der Fette angestellt werden, so hat man zurzeit an- 
nähernd ein vollständiges Bild der Fettanalyse vor sich, solange 
die quantitative Isolierung der einzelnen Fettarten tierischen 
Materials unserer Scheidekunst trotzt. 
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Über die Fettbestimmungen 
der Faeces und einiger Nahrungsmittel nach der neuen 
Methode von Kumagawa-Suto. 


Von 


Ryotaro Inaba. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut an der Universität Tokio.) 


(Eingegangen am 1. Oktober 1907.) 


Im vorigen Sommer habe ich auf Veranlassung und unter 
der Leitung von Prof. M. Kumagawa die Stoffwechsel- und 
Ernährungsverhältnisse unserer ackerbauenden Landleute in zwei 
Provinzen Japans in der Nähe von Tokio untersucht. Bei diesen 
Untersuchungen habe ich den Fettgehalt der Faeces und Nah- 
rungsmittel ausschließlich nach der neuen Methode von Kuma- 
gawa - Suto bestimmt. Gelegentlich habe ich einige vergleichende 
Untersuchungen der neuen Methode mit der altgebräuchlichen 
Soxhletschen angestellt. Indem ich die ausführliche Publikation 
dieser Stoffwechseluntersuchungen für die nächste Zeit verspreche, 
erlaube ich mir jetzt, die Hauptresultate der vergleichenden Fett- 
bestimmungen allein zu veröffentlichen. 

Von den getrockneten und pulverisierten Nahrungsmitteln 
und Kotmassen wurde jedesmal genau bekannte Menge einmal 
im Soxhletschen Apparate 12 Stunden mit absolutem Äther 
extrahiert. Nachdem die Menge des gereinigten Ätherextraktes 
festgestellt war, wurde dasselbe dann mittels alkoholischer Lauge 
verseift und die Menge der darin enthaltenen hohen Fettsäuren 
(Petrolätherextrakt) ermittelt. Alsdann wurde das extrahierte 
Restpulver nach der neuen Methode von Kumagawa-Suto 
verseift und die noch restierende Menge der hohen Fettsäuren 
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bestimmt. Andererseits wurde genau gleiche Menge Pulver- 
material direkt nach Kumagawa-Suto auf den Gehalt an 
hohen Fettsäuren untersucht. 

In bezug auf die neue Methode sei hier nur so viel bemerkt, 
daß bei den stärkereichen Nahrungsmitteln, wie bei dem Кеіз-, 
Gersten- resp. Weizenpulver, das Verseifungsgemisch nach der 
Überneutralisation 15—30 Minuten auf dem Wasserbade erwärmt 
wurde, damit der Stärkekleister vollständig in Lösung über- 
geführt wird. Zur Fettbestimmung des Faeces werden 2—8 g 
Kotpulver mit 40—50 ccm 5facher Normallauge 2—3 Stunden 
auf dem Wasserbade zerkocht. Hierbei bleibt in der Regel je nach 
dem Cellulosegehalt ein mehr oder weniger unlöslicher Boden- 
satz zurück, was aber die Genauigkeit der Analyse nicht beein- 
trächtigt. Nach der Überneutralisation des Verseifungsgemisches 
im Scheidetrichter mittels der entsprechenden Menge 20prozentiger 
Salzsäure wird die Mischung mit etwa 70 ccm Äther geschüttelt. 
Hierbei schlägt sich außer in der Mitte noch am Boden ein Teil 
des Niederschlages nieder, welcher vor dem Abgießen der Flüssig- 
keiten zweckmäßiger mittels eines Glasstabes vorsichtig durch- 
gestoßen wird. Nachden der gesamte Niederschlag durch Auf- 
gießen heißer Normallauge in ein Becherglas gesammelt worden 
ist, wird derselbe etwa 10—15 Minuten auf dem Sandbade erwärmt, 
um den löslichen Anteil vollständig aufzuschließen. Ein kleiner 
Teil bleibt auch hierbei immer noch ungelöst zurück, was un- 
vermeidlich ist. Alle sonstigen Operationen werden genau nach der 
Vorschrift von Kumagawa-Suto ausgeführt. Während ferner 
bei den eigentlichen Untersuchungen die hohen Fettsäuren nach 
Abzug der ebenfalls nach der neuen Methode von Kumagawa- 
Suto festgestellten unverseifbaren Substanzen mit dem Faktor 
1,046 auf Neutralfett umgerechnet wurden, habe ich bei diesen 
Untersuchungen die hohen Fettsäuren ohne Abzug der genannten 
Substanzen direkt als Neutralfett berechnet. Der kleine Fehler, 
welcher hierdurch eintreten sollte, beeinträchtigt die Richtigkeit 
dieser Betrachtungen nicht, weil die aus dem Soxhletschen 
Ätherextrakte dargestellten Fettsäuren ebenfalls ohne Abzug 
direkt auf Neutralfett berechnet wurden. 

Alle direkt bestimmten Zahlen, welche den folgenden Be- 
trachtungen zugrunde gelegt wurden, sind in der Tabelle I ver- 
zeichnet. 
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Tabelle І. 
— ——— — 
| Menge ther- Fett- Restfett- 
säuren imi säuren im 





der ei 


| Substanz stanz e A e 


Äther- Pulver- 
extrakt | rückstand 


(B) 
0, 3208 0.0509 | 0,3717 | 0,3775 
2|KotpulverII | 2,5 | 0,2883 | 0,2487 | 0,0496 | 0,2983 | 0,29% 


3 | KotpulverIIl| 2,5 | 0,2878 — —— 0,2441 | 0,0426 | 0,2867 | 0,2860 
4 KotpulverIV| 2,5 | 0,3571 | 0,3091 | 0,0381 | 0,3472 | 0,3520 
| 


эәшшик 





1 |Kotpulver I 2,5 | 0,3490 


5| Reispulver | 2,0 | 0,0096 | 0,0048 | 0,0188 | 0,0236 | 0,0250 
6 |Gerstenpulverı 2,0 | 0,0280 | 0,0182 ' 0,0304 | 0,0486 | 0,0581 


1 | Reisgersten- 
pulver 20 | 0,0142 


8| Tofupulver | 2,0 | 0,4908 
9| Misopulver | 2,0 , 0,1052 


10| Kartoffel- 
pulver 20 | 0,0042 0,0026 | | 0,0084 | 0,0110 | 0,0108 


11 |Weizenpulver| 2,0 | 0,0018 | 0, 0010 | 0,0266 | 0,0276 | 0,0286 


Alle Nahrungsmittel waren vor der Trocknung in genießbarer 
Form zubereitet. 


0,0090 | 0,0230 | 0,0320 | 0,0395 
0,4572 | 0.0530 | 0,5102 | 0,5119 
0, 1004 | 0,0604 | 0,1608 ! 0,1614 


Tabelle П. 
In dieser Tabelle sind alle hohen Fettsäuren mit dem Faktor 
1,046 auf Neutralfett umgerechnet, um dieselben mitdemSoxbhlet- 
schen Ätherextrakt direkt vergleichen zu können. 












Neutralfett 









2 Menge Ätherex- ln nach Ku- 
Б Substanz der Sub a im Äther Pulver- — a 
3 | stanz (A 1,046) | rückstand (Fettaiuren 
| (В x 1,046) X 1,046) 
1 !KotpulverI | 2,5 | 0,3490 | 0,3355 | 0,0532 | 0,3887 | 0,3949 
ә —— 2,5 | 0,2883 | 0,2601 | 0,0519 | 0,3120 d 0,3127 
3 !Kotpulver III | 2,5 | 0,2878 0,2554 | 0,0446 | 0,3000 | 0,2991 
4 \KotpulverIV | 25 | 0,3571 | 0,3232 | 0,0399 | 0,3631 | 0,3681 
5 | Reispulver | 20 | 0,0096 | 0,0050 | 0,0197 | 0,0247 ` 0,0261 
G |Gerstenpulver, 2.0 | 0,0280 | 0,0190 | 0,0318 | 0,0508 | 0,0608 
7 | Reisgersten- | | | 
| pulver 1 20 | 0,0142 | 0,0094 | 0,0241 | 0,0335 | 0,0340 
8 | Tofupulver ı 2.0 | 0,4908 | 0,4783 | 0,0554 | 0,5337 | 0,5355 
9 | Misopulver | 2.0 | 0.1052 | 0,1050 | 0,0632 | 0,1682 | 0,1689 
10 E | | 
ver 2.0 | 0,0042 ! 0,0027 | 0,0088 | 0,0115 | 00113 
11 | Weizenpulver| 2.0 0,0018 0,0011 ' 0.0278 | 0,0289 ! 0,0299 


Fettbestimmungen nach dem Kumagawa-Sutoschen Verfahren. 


Tabelle III. | 
In dieser Tabelle sind sowohl die Soxhletschen Ätherextrakte 


wie alle aus den hohen Fettsäuren berechneten Neutralfette in 


Prozenten der betreffenden Substanzen berechnet. 








х Neutral- 
Menge nn SE fett 
Substanz der Sub Soxhlet im Ather- 
stanz extrakt 
% | % 
1 |Kotpulver I 100 | 13,960 | 13,420 
2 IKotpulverII | 100 | 11,532 | 10,404 
3 |Kotpulver HI | 100 | 11,512 | 10,216 
4 |KotpulverIV | 100 | 14,284 | 12,928 
5 | Reispulver | 100 0,480 0,250 | 
6 |Gerstenpulver| 100 1,400 0, 950 ; 
7 \Reisgersten- 
pulver 100 0,710 | 0,470 | 
8 | Tofupulver | 100 | 24,540 | 23,915 
9 | Misopulver | 100 ` 5,260 | 5,250 
10 |Kartoffelpul- 
ver 100 | 0,210 0,135 ` 
11 |Weizenpulver| 100 | 0,090 0,055 ` 
Tabelle IV. 





| 


Neutral- 
fett im 
Pulver- 


rückstand 


* 


2,128 Ä 
9.076 
1,784 
1,596 
0,985 
| 
| 





1,590 


1,205 
2,770 
3,160 | 


0,440 
1,390 





15,548 
12,480 
12,000 
14,524 
1,235 
2,540 


1,675 
26,685 
8,410 


0,575 


1,445 


Neutralfett 


nach Ku- 


magawa- 


Suto 


15,796 
12,508 
11,964 
14,724 
1,305 
3,040 


1,700 
26,775 
8,445 


0,565 
1.495 


In der folgenden Tabelle wurde die Menge des Ätherextraktes 
nach Soxhlet in Prozenten des Neutralfettes nach K u magawa- 


Suto berechnet. 


Substanz 


2 
| 
S 





|! 


"a: bert I 
Kotpulver II 
Kotpulver III 
|  Kotpulver IV 
Reispulver 
Gerstenpulver 
| Reisgerstenpulver 
| Tofupulver 
Misopulver 
| Kartoffelpulver 
` Weizenpulver 


м CH 5 СС IN En Va N Fa 


м рф 





H 
i 


Suto 


Neutralfett nach 
Kumagawa- 


Ätherextrakt 


nach Soxhlet 


88,39 %/, 


92,19 


96,20 


97,01 
36,72 
46,08 
41,78 
91,66 
62,32 
37,18 

6,02 





1,81 
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Die Zahlen in der letzten Kolonne zeigen, wie mangelhaft 
die Extraktion nach Soxhlet ist. Zu bemerken ist hierzu noch, 
daß das Soxhletsche Ätherextrakt kein reines Fett ist. Dasselbe 
enthält vielmehr in bedeutender Menge Verunreinigungen, wie 
die folgende Tabelle dieses Verhalten beleuchtet. 


Tabelle V. 


In dieser Tabelle wurde die Menge des Soxhletschen Äther- 
extraktes mit der des darin enthaltenen Neutralfettes in Prozenten 
verglichen, um die im ersteren enthaltenen Verunreinigungen 
zahlenmäßig angeben zu können. 








Neutralfott im) а | Diferänz (Ver- 





Ех 











Nummer | Substanz КҮЙ ЛШ hach So RER EEN 
1 Kotpulver I 100 | 1040% ' + 40% 
2 Kotpulver II | 100 ‚1109 + 10,9 
3 Kotpulver DI ` 100 ‚ 112,7 
4 Kotpulver IV 100 ; 1105 ' +10,5 
5 Reispulver | 100 ! 1920 + 92,0 
6 Gerstenpulver 100 147,3 447,8 
7 Reisgerstenpulver _ 100 | 151,1 . -+51,1 
H Tofupulver | 100 : 102,6 + 2,6 
Ө. Misopulver | 100 _ 1002 + 02 

10 Í Kartoffelpulver . Uu 154,4 1544 
11 | Weizenpulver | 100 172.1 -}- 72,1 


In den relativ fettreicheren Miso- resp. Tofupulvern sind die 
Verunreinigungen im Ätherextrakt verhältnismäßig gering, in den 
fettärmeren Getreidearten dagegen außerordentlich groß. Die Ver- 
unreinigungen betragen beim Gerstenpulver 47,3%, beim Reis- 
gerstenpulver 51,19%, beim Weizenpulver 72,1%, und beim Reis- 
pulver вораг 92,0%, obwohl die Ätherextrakte selber, wie oben 
erwähnt, nur 6—46%, der wirklich in ihnen enthaltenen Neutral- 
fette ausmachen. 


Tabelle VI. 


In dieser Tabelle wurde die Menge des Neutralfettes im Äther- 
extrakte mit derjenigen des im extrahierten Pulverrückstande 
restierenden Neutralfettes verglichen. 


Fettbestimmungen nach dem Kumagawa-Sutoschen Verfahren. 


Nummer 


10 
11 


1 


Substauz | Neutralfett im Äther- | Neutralfett im Pulver- 
| | extrakt (A X1,046) rückstand (В X1,046) 


! 
і 
i 


| 





Kotpulver I | 
Kotpulver II 
Kotpulver III | 
Kotpulver IV ' 
я | 
Reispulver 
Gerstenpulver 
Reisgerstenpulver 
Tofupulver | 
Misopulver 
Kartoffelpulver 
Weizenpulver 
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15,87 °/, 
16,95 
17,47 
12,34 
39,31 


167,3 
256,4 


11,58 
60,19 


323,6 
2521,0 


Die Menge des Neutralfettes, welche nach der Soxhletschen 
Ätherextraktion im Pulverrückstande noch zurückbleibt, beträgt 
bei Kotarten 12—20%, bei den Getreidearten dagegen 167—2527% 
des im Ätherextrakte enthaltenen Neutralfettes. 


Tabelle VII. 


In dieser Tabelle wurde die Menge des Neutralfettes im Äther- 
extrakte nach Soxhlet mit derjengen des nach Kumagawa- 
Suto verglichen, indem die letztere gleich 100 gesetzt wurde. 


Nummer 


10 
11 


Substanz 
Kotpulver I 
Kotpulver II 
Kotpulver III 
Kotpulver IV 

Reispulver 
Gerstenpulver 
Reisgerstenpulver 
Tofupulver 
Misopulver 
Kartoffelpulver 
Weizenpulver 


|Neutralfett nach 
Kumagawa- 


| 


| 


| 


| 


Suto 


100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 





П 


Neutralfett im 
Ätherextrakt 
nach Soxhlet 


84,98 
83,18 
85,35 
87,82 
19,16 
31,18 
27,65 
89,33 
62,20 
34.06 

3,68 





| 


| 


| 


Differenz 
(Verlust) 








Die Menge des Neutralfettes im Soxhletschen Ätherextrakte 
beträgt bei Kotarten 83—89%,, bei den Getreidearten 3,7—31% 
des Neutralfettes nach Kumagawa - Suto. Der Verlust beträgt 
demnach bei den ersteren 12—17%, bei den letzteren dagegen 
69— 969. 
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Tabelle VIII. 


Schließlich wurde die Summe des Neutralfettes im Äther- 
extrakte und des im Pulverrückstande mit der direkt festgestellten 
Menge des Neutralfettes nach Kumagawa-Suto verglichen. 


Е Neutralfettnach ` 
Nummer Substanz Kumagawa- | (А + В) 1046 Differenz 
Suto- 












1 Kotpulver I 100 98,45 9% — 1,559, 
2 Kotpulver II 100 99,77 — 0,23 
3 Kotpulver Ш 100 100,2 + 02 
4 Kotpulver IV 100 98,63 — 1,37 
5 Reispulver 100 94,64 — 5,86 
6 Gerstenpulver 100 83,56 — 16,44 
1 Reisgerstenpulver | 100 98,51 — 1,49 
8 Tofupulver | 100 99,68 — 0,32 
9 Misopulver | 100 99,68 — 0,87 
10 Kartoffelpulver 100 101,70 ı + 1,70 
11 | _Weizenpulver | 100 96,65 | — 3,35 


Die beiden Werte stimmen (ausgenommen Мг. 6, Gersten- 
pulver) im allgemeinen gut überein. Die direkte Methode liefert 
in den meisten Fällen etwas bessere Resultate. Dieselbe ist unter 
allen Umständen vorzuziehen, weil die Ausführung derselben 
ungleich einfacher und sicherer ist. 

Die mitgeteilten Untersuchungen haben uns gezeigt, daß 
die bis jetzt fast allein gebräuchliche Methode der Soxhletschen 
Ätherextraktion zur quantitativen Fettbestimmung der Nahrungs- 
mittel keinen richtigen Wert liefert. Die Extraktion ist in den 
meisten Fällen äußerst mangelhaft, und die gewonnenen Äther- 
extrakte enthalten dabei in ganz bedeutender Menge Verunreini- 
gungen. Die direkte Verseifungsmethode nach Kumagawa- 
Suto ist auch für die pflanzlichen Nahrungsmittel, sowie für die 
Faeces als die vortreffliche Fettbestimmungsmethode erwiesen 
worden. 


Anhang. 

Im folgenden führe ich einige Zahlen für die unverseifbaren 
Substanzen an, welche ich in den oben erwähnten Faeces und 
Nahrungsmitteln nach der neuen Methode von Kumagawa- 
Suto ermittelt habe. 
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Fettsäuren . 
(inkl.unverseifp.); Ünverseif- BX 100 







Menge der 













T 
| 
| 
| 








Nummer | Substanz Schetans ur ri — — 

—— g — — —— — 
1 Kotpulver I 0,3775 0,0454 | 12,03%, 
2 Kotpulver II 2,5 0,2990 0,0417 13,93 

3 Kotpulver III 2,5 0,2860 0,0337 , 11,77 

4 Kotpulver IV 2,5 0,3520 0,0472 13,42 

5 Reispulver 4,0 0,0500 0,0012 2,40 

6 |Кеізрегзіепрштег 4,0 0,0650 0,0028 3,52 

7 Tofupulver 2,0 0,5119 0,0057 1,11 

8 | Misopulver 20 | 0,1614 0,0033 1,75 

9 | Weizenpulver 40 | 0,057 0,0016 | 38,46 


Da der Gehalt der unverseifbaren Substanzen in den Fett- 
säuren der Faeces über 10%, beträgt, so dürfen dieselben bei der 
Berechnung des Neutralfettes nicht ganz vernachlässigt werden. 


Untersuchungen über den Blutzucker. П. 


(Nebst einigen Bemerkungen zu der Arbeit von Е. Freund ‚Zur 
Frage des Albumosengehaltes des Blutes‘!).) 


Von 
Leonor Michaelis und Peter Rona. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des städtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1908.) 


In einer früheren Mitteilung?) haben wir die Entfernung des 
Eiweißes durch Adsorption dazu benutzt, um das Serum für 
die Zuckerbestimmung vorzubereiten. Aus theoretischen Über- 
legungen benutzten wir parallel einerseits das elektronegative 
Kaolin, andererseits das elektropositive Eisenhydroxyd, um zu 
prüfen, ob die dabei gefundenen Zuckerwerte identisch seien. Es 
wäre möglich gewesen, daß etwa in kolloidaler Bindung vor- 
handener Zucker gegen elektrisch entgegengesetzte Adsorbentien 
sich verschieden verhielte. Eine derartige Möglichkeit lag auf 
Grund der neueren Erfahrungen auf dem Gebiete der Kolloid- 
chemie durchaus vor?). Wir fanden nun nach der Kaolinmethode 
durchgängig merklich mehr Zucker als nach der Eisenmethode 
und warfen die Frage auf, ob diese Differenz in obigem Sinne 
zu deuten sei. Weitere Untersuchungen ergaben jedoch, daß 
der scheinbar höhere Zuckerwert nach der Kaolinmethode darauf 
zurückzuführen ist, daß geringe, das Kaolin verunreinigende 
Mengen Magnesiumsalze (auf 300 g Kaolin etwa 0,020—0,025 g 
MgO) ins eiweißfreie Filtrat gelangen und schließlich als Mei, 


1) Diese Zeitschr. 7, 361, 1907. 

2) Diese Zeitschr. 7, 329, 1907. 

3) Vgl. z. B. L. Michaelis, Die Adsorptionsaffinitäten des Invertins. 
Diese Zeitschr. 7, 488, 1907. 
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von dem Kupfer vollkommen verdeckt, mit zur Wägung ge- 

langten. Das erklärt aber unsere Differenzen zur Genüge. Dies 

zeigen die übereinstimmenden Werte bei parallelen Bestimmungen 
mit Hilfe des Polarimeters. 

1. 100 ccm zwei Tage altes Serum vom Pferd enthielt nach der 
Kaolinmethode 0,072 g Zucker, nach der Eisenmethode 
0,075 g (mittels Reduktion bestimmt: 0,071 g). Nach Ver- 
gärung desselben Serums weder mit der Kaolin- noch mit 
der Eisenmethode Zucker nachweisbar. 

2. 50 ccm Plasma vom Pferd enthielt nach der Kaolinmethode 
0,0397 g (nach Knapp titriert 0,042 g), nach der Eisen- 
methode 0,0372 g Zucker. 

3. 50 ccm Plasma vom Pferd enthielt nach der Kaolinmethode 
0,0416 g, nach der Eisenmethode 0,0424 g Zucker. 

4. 100 ccm zwei Tage altes Plasma vom Pferd enthielt nach der 
Kaolinmethode 0,066 g, nach der Eisenmethode 0,069 р 
Zucker. 

5. 50 ccm Plasma vom Pferd enthielt nach der Kaolinmethode 
0,0750 g, nach der Eisenmethode 0,0730 р Zucker. 

6. 50 ccm Plasma vom Pferd enthielt nach der Kaolinmethode 
0,068 g, nach der Eisenmethode 0,064 g Zucker. 

Die eine polarimetrische Bestimmung Nr. 36 unserer früheren Mit- 
teilung muß auf einem nicht mehr eruierbaren Fehler beruhen. 

Wir brauchen kaum zu erwähnen, daß durch diese Fehler- 
quelle unsere Kontrollversuche nicht berührt werden, die sich 
damit beschäftigt haben, künstlich dem Serum zugesetzten Zucker 
wiederzugewinnen; denn da bei der Zuckerbestimmung des ur- 
sprünglichen, zuckerarmen und des künstlich mit Zucker ver- 
setzten Serums dieselbe Methode angewendet wurde und es nur 
auf die Differenz der beiden Werte ankam, so fällt der Fehler 
heraus. 

Methodisch wäre also nachzutragen, daß bei der Kaolin- 
methode nicht die gravimetrische, sondern die polarimetrische 
oder eine der titrimetrischen Methoden, so z. B. nach Knapp 
oder Bang!) angewendet werden soll. 

Für die oben aufgeworfene theoretische Frage ergeben aber 
unsere Versuche demnach, daß auf diesem Wege kein Anhalts- 








1) J.Bang, Über Bestimmung des Blutzuckers. Diese Zeitschr. 7,329. 
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punkt für das Vorhandensein eines kolloidal gebun- 
denen Zuckers zu finden ist. Der Zucker des Blutes verhält 
sich auch gegenüber Adsorbentien wie gewöhnlicher, freier Zucker. 

Was die Eisenmethode anlangt, so ist diese im Gegensatz zur 
Kaolinmethode (welche Hämoglobin nicht entfernt), nicht nur für 
Serum oder Plasma, sondern auch für das Blut anwendbar. Wird 
z. В. 1 Teil defibriniertes Blut aufs 10fache mit Wasser verdünnt, 
mit 2 Teilen Eisenhydroxyd (Ferr. oxyd. dialys. liquid.) versetzt 
und geringe Mengen eines Elektrolyten, NaCl oder MgSO, bis zur 
deutlichen Ausflockung hinzugefügt, so erhielten wir ein wasser- 
klares, eiweißfreies Filtrat. Die vollkommene Adsorption nicht 
nur des Hämoglobins, sondern auch der Serumfarbstoffe ist ein 
ganz besonderer Vorteil dieser Methode. Auch für die Vorbe- 
reitung der polarimetrischen Zuckerbestimmung im Harn, nament- 
lich in eiweißhaltigem, ist die Eisenmethode sehr gut anwendbar. 

Zum Schluß möchten wir noch auf einige Bemerkungen von 
Freund!) eingehen, die die Enteiweißung mit Mastix betreffen. 
Die Mastixmethode nicht als „Enteiweißungsmethode‘“‘ gelten zu 
lassen, weil Albumosen teilweise mitgerissen werden, ist Sache 
der Definition. Uns interessierte gerade im Gegenteil das dem 
Eiweiß gleiche Verhalten eines Teils der Albumosen gegenüber dem 
Mastix, und auch E. Zunz?) hat sich mit dieser Frage daraufhin 
eingehend beschäftigt. Daß bei einer Methode der Enteiweißung 
das Unberührtbleiben der Albumosen nicht eo ipso involviert sein 
muß, zeigen am besten die Enteiweißungsmethoden mit Kaolin 
und Eisenhydroxyd, bei denen die Albumosen in noch viel höherem 
Maße mitentfernt werden als beim Mastix; ihr Wert für die Be- 
stimmung des Zuckers und der tieferen Abbauprodukte (Amino- 
säuren®) usw.) wird deswegen doch sicher nicht beeinträchtigt! 

Das für Е. Freund ‚‚Überraschende‘‘ der Methode fällt fort. 
Niemals haben wir ein Nachwaschen der voluminösen Mastix- 
Eiweißniederschläge empfohlen oder nur versucht, sondern wir 
arbeiteten, wenn es darauf ankam, ohne nachzuwaschen mit ab- 
gemessenen, aliquoten Teilen des Filtrats. Was schließlich den 


1) Diese Zeitschrift 7, 361. 

2) Е. Zunz, Contribution á l'étude des Prot£eoses. Arch. intern. de 
Physiol. 5, 245, 1907. 

3) Das Verhalten der Elektrolyte bei der Mastixfällung. Diese Zeitschr. 
6, 1 (vgl. S. 12%.). 
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Vorwurf Freunds betrifft, daß wir auf die gleichzeitige Adsorption 
sonstiger Bestandteile keine Rücksicht genommen hätten, daß wir 
„erst“ nach der ersten Publikation uns diese Fragen vorlegten, 
so können wir ihm erwidern, daß wir diese Fragen natürlich von 
Anfang an mit verfolgten, so daß wir in der Lage waren, sie in 
den fast unmittelbar folgenden zwei Publikationen!) ausführlich 
zu behandeln und prinzipiell zu erledigen. Jedenfalls ergab sich 
aus diesen systematischen Untersuchungen, neben anderen Resul- 
taten, daß die Methode zum qualitativen Nachweis der Albumosen 
mit Vorteil angewendet werden kann. 


1) Beitrag zur Frage der kolloidalen Natur von Albumoselösungen. 
Diese Zeitschr. 3, 109. Über die Löslichkeitsverhältnisse von Albumosen 
und Fermenten mit Hinblick auf ihre Beziehungen zu Lecithin und Mastix. 
Ebenda 4, 11. Wenn Freund von dem scheinbaren Verlust von 0,04 g 
Albumosen-N, den wir bei einer willkürlichen Versuchsanordnung gefunden 
haben — von den dem Blute zugesetzten 0,296 g Albumosen-N wurden 
hierbei 0,255 g N zurückgewonnen — behauptet: „Das ist nun aber ge- 
rade jene Größe an Albumosen, die im Blute von den verschiedensten 
Autoren gefunden wurde,“ so erübrigt es sich, auf diese merkwürdige 
Schlußfolgerung, die eine zufällige absolute Zahl mit einer relativen Zahl 
verwechselt und plötzlich 100%, Verlust supponiert, näher einzugehen. 
Es handelt sich ja niemals um den Verlust einer bestimmten, absoluten 
Anzahl von mg Albumosen, sondern um einen gewissen prozentischen 
Anteil. (Vergleiche unsere Tabelle diese Zeitschr. 4, 13.) 
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Zur Frage des Albumosengehaltes des Blutes und speziell 
des Plasmas. 


Von 


Emil Abderhalden. 


(Eingegangen am 21. Januar 1908.) 


Im siebenten Bande dieser Zeitschrift, S. 361, hat Ernst 
Freund in Wien die vorliegenden Ergebnisse der Versuche, 
Albumosen im Blute nachzuweisen, einer temperamentvollen 
Kritik unterworfen, die sich vor allem gegen unsere Untersuchungen 
richtet. Wir würden es im Interesse der objektiven Forschung 
vorziehen, Freunds Angriffe und vor allem den Wert seiner 
eigenen Untersuchungen durch nochmalige eingehende Versuche 
zu prüfen, ehe wir Stellung zu seinen Ausführungen nehmen; 
allein die Tatsache, daß Freund den Tatbestand in uns ganz 
unbegreiflicher Weise nach mehreren Richtungen vollständig 
entstellt widergibt, zwingt uns, den irreleitenden Angaben 
Freunds mit aller Entschiedenheit schon jetzt entgegenzutreten. 

Freund sucht den Anschein zu erwecken, als wäre ich der 
einzige Autor, der behauptet, im Blute keine ‚„Albumosen“ auf- 
gefunden zu haben. Er stellt mir gegenüber die Arbeiten von 
Embden und K noop, Langstein, у. Bergmann und Lang- 
stein, Morawitz und Dietschy, F. Kraus und seine eigene 
Arbeit. Schon diese Angabe enthält einen großen Irrtum. 
Morawitz und Dietschy stehen genau auf dem Standpunkt, den 
meine Mitarbeiter und ich eingenommen haben!). Es seien hier 
ihre Versuche angeführt. Ihr Verfahren war folgendes: „Großen 
Hunden, die sich in voller Verdauung nach reichlicher Fleisch- 
nahrung befanden, wurden 250 ccm Blut entzogen und іп ca. 51 


1) Р. Morawitz und R. Dietschy, Über Albumosurie, nebst Be- 
merkungen über das Vorkommen von Albumosen im Blut. Arch. f. experim. 
Pathol. u. Pharmakol. 54, 97—98, 1905. 
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auf 80° erhitzter physiologischer Kochsalzlösung, die mit etwas 
Kaliumphosphat schwach angesäuert war, aufgefangen. Das Blut 
gelangte stets in dünnem Strahl in die Salzlösung, die energisch 
gerührt wurde, so daß die Bildung umfangreicherer Koagula ver- 
mieden wurde. Das Filtrat wurde auf ca. 1 1 auf dem Sandbade 
bei 50—60° eingeengt und dann in der früher beschriebenen Weise 
mit Alkohol und Zinksulfat weiter behandelt.“ 

In allen sieben Versuchen wurde ein positives Resultat er- 
halten. Die Biuretreaktion war bald stärker, bald weniger stark, 
immer aber deutlich. ‚Während also die Versuche mit Blut 
immer positiv ausfielen, erhielten wir bei sieben Versuchen mit 
120—250 ccm Oxalatplasma vollständig negative Resultate. 
Nur in einem Falle war das Resultat schwach positiv; das Plasma 
war bei diesem Versuch ziemlich stark hämolytisch.“ 

„Es ergibt sich also hieraus, daß die bei Verarbeitung von 
Blut erhaltenen nicht koagulierbaren eiweißähnlichen Substanzen 
nicht dem Plasma, sondern den Blutkörperchen entstammten. 
Wir sind geneigt, die Reaktion auf nicht koaguliertes Globin resp. 
Hämoglobin zu beziehen, da einmal hämolytisches Plasma und 
der Urin bei hämorrhagischer Nephritis sich ähnlich verhielten 
wie das Blut, und da weiterhin ein Versuch mit krystallisiertem 
Hämoglobin dasselbe Resultat ergab. Auch sprechen die Reak- 
tionen des biuretgebenden Körpers nicht unbedingt für seine 
Albumosennatur. Die Hellersche Probe war zwar negativ, jedoch 
trat bei Zusatz von Ferrocyankalium und Essigsäure eine Trübung 
auf, die beim Erwärmen nicht verschwand.“ 

„Es scheint also, daß die von uns benutzte Methode bei An- 
wesenheit von Hämoglobin keine ganz zuverlässigen Resultate 
gibt.“ 

„Die negativen Resultate aus Oxalatplasma sollen nun keines- 
wegs überhaupt gegen das Vorhandensein von Albumosen im 
zirkulierenden Blutplasma sprechen. Sie zeigen aber jedenfalls, 
daß die Menge der eventuell vorhandenen Albumosen sehr klein 
sein muß; denn es gelang іп 150 ccm Oxalatplasma Wittepepton 
noch in einer Verdünnung von 1 : 5000 nachzuweisen. Es wird 
daher bei Beurteilung positiver Albumosenbefunde im Blute in 
Zukunft recht große Vorsicht notwendig sein.“ 
| Das sind die Ausführungen der gründlichen Arbeit der For- 
scher Morawitz und Dietschy. Daß die von ihnen angewandten 
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Methoden vollständig einwandsfrei sind, erkennt Freund aus- 
drücklich an. Es ist mir ganz unbegreiflich, weshalb Freund 
die klaren, eindeutigen und in keinem Falle mißzuverstehenden 
Angaben von Morawitz und Dietschy genau im entgegen- 
gesetzten Sinne zur Darstellung bringt. Er täuscht dadurch den 
uneingeweihten Leser. Wir überlassen es den Fachgenossen, sich 
ein Urteil über dieses Vorgehen von Freund zu bilden. Jeden- 
falls hat Freund kein Recht zu behaupten, daß meine Mitarbeiter 
und ich allein Albumosen nicht nachweisen konnten. Im Gegen- 
teil! Die Angaben von Morawitz und Dietschy decken sich 
vollständig mit unserer Stellung zur Albumosenfrage und niemals 
mit den Angaben von Freund! Auch wir haben zugegeben, daß 
die Möglichkeit besteht, daß Albumosen in kleiner Menge im Blute 
vorhanden sein können. Jedenfalls ist es uns nie geglückt, solche 
nachzuweisen, es sei denn, daß wir nicht genügend enteiweißt 
hatten. Ganz besonders erhielten wir dann ab und zu ein positives 
Resultat, wenn wir Serum anwandten. Offenbar, und das stimmt 
auch mit unseren späteren Beobachtungen überein, war die Ur- 
sache dieser Erscheinung durch den Hämoglobingehalt des 
Serums bedingt. Es ist möglich, daß nichtkoaguliertes Globin die 
Ursache der in diesen Fällen beobachteten Biuretreaktion war, 
wir möchten jedoch auch auf die Entdeckung des einen von uns 
mit Deetjen!) hinweisen, daß die Blutkörperchen und Blut- 
plättchen peptolytische und vielleicht auch proteolytische Fer- 
mente enthalten. Im Plasma haben Morawitz und Dietschy 
nur einmal ‚„Albumosenreaktion‘‘ beobachtet. Wir fanden über- 
haupt nie Biuretreaktion, wenn wir in einwandsfreier Weise alles 
Eiweiß entfernten. Nur dann, wenn es zur Zerstörung von Blut- 
körperchen und zum Zerfall von Blutplättchen kam, ließ sich 
ab und zu nach der Enteiweißung noch Biuretreaktion nach- 
weisen. Die Möglichkeit ist einstweilen nicht auszuschließen, daß 
die erwähnten Fermente sekundär Eiweiß abbauen. Diese Frage 
verfolgen wir zurzeit und hoffen bald über die Ergebnisse dieser 
Untersuchung berichten zu können. 





1) Emil Abderhalden und Н. Deetjen, Über den Abbau einiger 
Polypeptide durch die Blutkörperchen des Pferdes. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 51, 334, 1907 und Weitere Studien über den Abbau einiger Poly- 
peptide durch die roten Blutkörperchen und die Blutplättchen des Pferde- 
blutes. Ebenda 53, 280, 1907. 
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Freund hat nicht nur die Resultate von Morawitz und 
Dietschy im genau entgegengesetztem Sinne der Autoren ver- 
wertet, sondern er hat auch unsere Versuche vollständig entstellt 
wiedergegeben. Freund sucht den Anschein zu erwecken, als 
hätten wir auf Grund einer ganz mangelhaften Methode und bei 
. Anwendung von sehr wenig Blut eben keine Albumosen finden 
können. Die Worte Freunds sollen für sich selbst sprechen! 
Freund schreibt S. 367: ‚Es würde sich nun fragen: wieviel 
Blut hat Abderhalden untersucht? Darauf kann man nun 
leider keine Antwort geben; Abderhalden hat diese Kontrolle 
unmöglich gemacht. In der ganzen Arbeit ist nicht zu finden, 
in wieviel Blut er den Nachweis von Albumosen versucht hat.“ 
‚War dieses Filtrat ebenso enteiweißt wie in den ersten Arbeiten 
Abderhaldens, und entsprach es daher nur ca. 50 ccm Blut, oder 
entsprach es mehr Blut?“ 

Die Logik dieses letzteren Satzes ist unverständlich. Wiekommt 
Freund zu der Annahme, daß die Enteiweißung durch Kochen 
mit 10 prozentiger Kochsalzlösung bei schwach saurer Reaktion 
nur an ca. 50 ccm Blut ausführbar ist? Schon in seiner früheren 
Arbeit!) behauptete Freund ohne jede Unterlage: „Auch der 
Methode von Abderhalden und Oppenheimer?) läßt sich der 
Vorwurf ungenügender Materialmenge und ungenügender Aus- 
waschung machen?“ In der ersten Arbeit, in der ich selbst 
kurz einige Untersuchungen über diese Frage mitteilte, ist klar 
und deutlich gesagt, daß von Pferdeblutplasma jeweils mehrere 
Liter verwendet worden sind’). In der gemeinschaftlich mit 
Oppenheimer veröffentlichten Arbeit haben wir über die 
Blutmenge allerdings keine Angaben gemacht. Das hätte Freund 
rügen können, wenn er mißtrauisch sein will. Er hat aber kein 
Recht, willkürlich zu behaupten, wir hätten überhaupt unge- 
nügende Blutmengen untersucht. Diesen Vorwurf könnte er 
höchstens für einige der Versuche an Hundeblut erheben, weil 


1) Ernst Freund, Über den Ort des beginnenden Eiweißabbaues im 
gefütterten und hungernden Organismus. Zeitschr. f. experim. Pathol. u. 
Ther. 4, 1, 1907. 

2) Emil Abderhalden und Сагі Oppenheimer, Über das Vor- 
kommen von Albumosen im Blute. Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 155, 1904. 

3) Emil Abderhalden, Abbau und Aufbau der Eiweißkörper im 
tierischen Organismus. Ebenda 44, 17 (36), 1905. 
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wir uns hier zum Teil mit Pfortaderblut allein begnügen mußten. 
Es sind dies jedoch die an Zahl bei weitem geringsten Versuche. 
Also auch in diesem Falle erheben wir gegen Freund den Vor- 
wurf der unrichtigen Wiedergabe unserer Versuche. Freund 
nimmt ohne jede Grundlage an, wir hätten wenig Blut angewandt 
und das Eiweißkoagulum ungenügend ausgewaschen. 

Den Vorwurf der entstellten Wiedergabe unserer Versuche 
müssen wir ganz besonders in Hinsicht auf die unrichtige An- 
gabe betonen, daB aus der Arbeit von Funk, London und 
mir!) nicht hervorgehe, wie wir das Blutplasma enteiweißt 
hätten. Auf 8. 284 unserer Arbeit findet sich die Angabe: 
„Die Gerinnung war durch Erhitzen bei schwach essigsaurer 
Lösung bewirkt worden.“ Diesen Passus verschweigt Freund. 
Es ist dies um so auffälliger, weil Freund den unmittelbar vorher- 
gehenden Satz wörtlich in seiner Arbeit wiedergibt. Er muß ihn 
also gelesen haben. Er bricht jedoch das Zitat ab und erweckt 
durch die Frage: ‚war das Filtrat ebenso enteiweißt wie in den 
ersten Fällen“ wiederum ein ganz falsches Bild unserer Arbeit. 

Freund wirft uns vor, daß Angaben über die verwendete 
Blutmenge nicht zu finden seien. In diesem Punkte hat Freund 
recht, aber auch nur dann, wenn er sich genau an den Wortlaut 
unserer Mitteilung hält und die Annahme macht, daß wir extra 
kleine Blutmengen verwendet haben, um ja nicht etwa eine Biuret- 
reaktion zu erhalten. Freund hat jedoch keinen Grund anzuneh- 
men, daß meine Mitarbeiter und ich nicht alle Sorgfalt verwendet 
haben, um eventuell vorhandene „Albumosen““ nachzuweisen. 
Unsere Versuche waren doch darauf gerichtet, auf Abbauprodukte 
des Eiweißstoffwechsels zu fahnden. Hätten wir solche gefunden, 
dann wären wir zu willkommenen, positiven Resultaten gekommen; 
so blieben sie negativ und die Schlußfolgerungen, die wir ziehen 
konnten, mußten mit größter Reserve gegeben werden. Zu den 
primitivsten Vorsichtsmaßregeln gehört bei Untersuchungen des 
Blutes auf Stoffe, die man a priori nur in minimalen Mengen zu 
erwarten hat, daB man möglichst große Blutmengen verwendet. 
Nun sind unsere Versuche ihrer ganzen Anlage nach so ausgeführt 
gewesen, daß kein Tropfen Blut bei der Verblutung der Versuchs- 


1) Emil Abderhalden, Casimir Funk und E. S. London, 
Weiterer Beitrag zur Frage nach der Assimilation des Nahrungseiweißes im 
tierischen Organismus. Ebenda 51. 269, 1907. 
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tiere verloren gehen durfte. Es handelt sich um sechs Versuchs- 
hunde, die, wie die Originalarbeit ergibt, vollständig entblutet 
worden waren. In der Arbeit ist deutlich angegeben, daß von je 
zwei zusammengehörenden Hunden die Filtrate der Plasmaeiweiß- 
körper vereinigt wurden. Die Hunde wogen 10 800 g, 8900 g, 
13 450 g, 19 410 g, 23 030 р, 20 110 р. Es handelte sich also 
durchweg um sehr große, kräftige Hunde. 

Wir haben etwa zwei Drittel des gesamten, unter vermindertem 
Druck auf etwa 750 ccm eingeengten Plasmaeiweißkörperfiltrats 
verwendet. Die 500 ccm des zum Nachweis von Albumosen ver- 
wendeten Filtrates entsprachen also in diesem Sinne ?/, des Gesamt- 
blutes von zwei großen Hunden. Gewiß kann Freund verlangen, 
daß wir mit aller Schärfe hätten betonen sollen, daß die verwendeten 
500 ccm 750 ccm Gesamtfiltrat entsprachen. Es erscheint jedoch 
sehr gesucht, wenn uns Freund zumutet, wir hätten eventuell die 
Hauptmenge des Filtrats weggeschüttet und extra, um nur ja auf 
keine Albumosen zu stoßen, eine recht kleine Menge des Gesamt- 
filtrates untersucht! Wir erwähnen noch, daß das fein koagulierte 
Plasmaeiweiß mit viel Wasser ausgewaschen und ausgepreßt worden 
war, und daß wir das Eindampfen bei 40° des Wasserbades und 
bei einem Druck von 12—15 mm vorgenommen hatten. 

Die Behauptung, daß die angewandte Mastixmethode den 
qualitativen Nachweis der Albumosen verhindert habe, ist 
haltlos.. Wären Albumosen vorhanden gewesen, so hätten wir sie 
auch , trotz“ der Mastixmethode sicher gefunden, und zwar 
erstens im Filtrat der Mastixfällung, und zweitens in der Mastix- 
fällung selbst! Freund vergißt vollkommen, daß wir, meine 
Mitarbeiter und ich, niemals den Versuch gemacht haben, quan- 
titative Albumosenbestimmungen zu machen, weil wir nach 
reicher Erfahrung es für ganz ausgeschlossen halten, daß dies 
nach den bisherigen Methoden möglich ist. Wir haben nur quali- 
tativ nach Albumosen gesucht, oder richtiger ausgedrückt, wir 
haben geprüft, ob nach Entfernung aller Proteine noch Biuret- 
reaktion erhalten wird. Die Argumente, mit denen Freund 
die Wertlosigkeit der von uns angewandten Enteiweißungs- 
methode nachzuweisen sucht, verdienen hervorgehoben zu werden. 
Michaelis und Копа!) haben ausdrücklich angegeben, daß z. В. 


1) Peter Rona und Leonor Michaelis: Beitrag zur Frage nach 
der kolloidalen Natur von Albumoselösungen. Diese Zeitschr. 3, 109, 1906. 
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bei Zusatz von Pepton-Riedel zu Serum das Filtrat der Mastix- 
fällung etwa 70%, des „Peptonstickstoffs‘‘ enthält. Etwa 30%, 
Pepton-N sind in der Mastixfällung mit niedergerissen worden. 
Ein Teil dieser ca. 30%, kann, wie wir es auch getan haben, nach 
den Angaben von Michaelis und Rona wiedergewonnen werden. 
Freund behauptet nun, daß eine solche Methode zum Nachweis 
von Albumosen ungeeignet sei! Die 70%, Albumosen, die das 
Filtrat der Mastixfällung enthält, sollen keine Biuretreaktion 
geben! Freund geht jedoch noch weiter. Er behauptet folgendes, 
nachdem er die Beobachtung von Michaelis und Rona, daß 
nach der Mastixmethode im Maximum 20%, Albumosen sich dem 
Nachweis entziehen, betont hat (S. 367): ‚Der absolute Wert an 
Albumosen, der bei dieser Methodik den Autoren verloren geht, ent- 
hält ca. 0,04 bis 0,05g N. Das ist nun aber gerade jene Größe an 
Albumosen, die im Blute von den verschiedensten Autoren gefunden 
wurde.‘ Hier ist also klipp und klar bewiesen, daß esa priori unmög- 
lich war, mit der Michaelis-Ronaschen EnteiweiBungsmethode 
Albumosen im Blute aufzufinden! Wie kommt Freund zu diesem 
Ergebnis? Rona und Michaelis geben in ihrer Arbeit (S. 113) an, 
daß sie zu Serum 0,296 g N in Form von Pepton-Riedel zugesetzt 
haben. Von dieser N-Menge fanden sie im Filtrat der Mastix- 
fällung 0,274 g wieder. Hiervon gehen 0,019 g N als Reststickstoff 
des angewandten Serums ab. Es verbleiben 0,255 g N. Somit 
sind bei diesem Versuche 0,041 g N verloren gegangen! Nun mutet 
Freund den Lesern offenbar zu, zu glauben, daß, wenn Michae- 
lis und Rona dem Serum von vorneherein statt 0,296 g Pepton-N 
nur 0,04 g zugesetzt hätten, diese 0,04 g auch quantitativ mit 
Mastix gefallen wären! Es erübrigt sich wohl, diesen großen Fehl- 
schluß von Freund weiter hervorzuheben. Freund verwechselt 
relative und absolute Werte und überträgt eine rein zufällige 
Größe auf den von ihm behaupteten Gehalt des Blutes an Albu- 
mosen! Man darf im Gegenteil nach den sonstigen Erfahrungen 
erwarten, daß bei einer verdünnten Albumosenlösung nicht nur 
absolut, sondern auch relativ geringere Mengen Albumosen 
mit der Mastixeiweißfällung niedergerissen werden. 

Nun noch ein Wort zu der folgenden Ausführung Freu nds: 
„Es bleibt unverständlich, daß Abderhalden bei seiner mangel- 
haften Methodik sich berechtigt glaubt, Angaben, die mit un- 
anfechtbaren Methoden gemacht sind, nicht zu berücksich- 
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tigen“ usw. Freund irrt, ich habe in Wirklichkeit die Arbeiten, 
die mit den „‚unanfechtbaren“‘ Methoden ausgeführt worden 
sind, wohl berücksichtigt, und das sind: 1. meine eigenen, im 
Zeitraume von etwa 10 Jahren auf diesem Gebiete gesammelten 
Erfahrungen, und 2. die Arbeit von Morawitz und Dietschy. 
Ich selbst habe nach drei Methoden gearbeitet. Es wurde 
zunächst die Koagulation der Eiweißkörper des Plasmas durch 
Eintragen in das gleiche Volumen mit Essigsäure schwach an- 
gesäuerten, kochenden Wassers bewirkt. Das waren die ersten 
Versuche, und hierzu sind oft 10—20 1 Plasma vom Pferde ver- 
wendet worden. Hierbei machte ich die Erfahrung, daß es sehr 
schwer ist, ein absolut eiweißfreies Filtrat zu erhalten, und diese 
Beobachtungen, die sich auf mehrere Jahre erstrecken, und deren 
Resultat war, daß vollkommen enteiweißtes Plasma keine Biuret- 
reaktion gab, teilte ich gelegentlich Herrn Oppenheimer mit. 
Er hatte genau dieselben Erfahrungen gemacht, und zwar eben- 
falls an einer großen Reihe von Untersuchungen. Diese unab- 
hängig voneinander gemachten Beobachtungen führten zu den 
mitgeteilten Versuchen, bei denen wir zur vollständigen Koagu- 
lation Kochsalzlösung zusetzten. Hier beanstandet nun Freund 
die große Verdünnung, und da nur diese Versuche von Oppen- 
heimer und mir veröffentlicht sind, ist es das gute Recht 
Freunds, aus seinen Erfahrungen heraus die Beweiskräftigkeit 
dieser Versuche zu beanstanden, vorausgesetzt natürlich, daß er 
nicht ohne jeden Grund zu willkürlichen Annahmen greift! Der 
Albumosen-N-Wert des Blutes soll nach Freund 0,04%, des 
Blutes betragen. Es ist unmöglich anzugeben, wie groß die 
Albumosenmenge als solche ist, da wir über die Zusammen- 
setzung dieser sog. Albumosen nichts wissen. Wir haben versuchs- 
weise 0,1 g Witte-Pepton in 1000 сеш und in 2000 ccm Wasser 
gelöst und konnten mit Leichtigkeit die Biuretreaktion erhalten. 
Nun enthält das Witte-Pepton sehr häufig neben biuretgebenden 
Körpern auch biuretfreie Stoffe, so daß wir nicht einmal be- 
rechtigt sind, aus der Menge des zugesetzten Peptons ohne weiteres 
den Prozentgehalt der Lösung an biuretgebenden Körpern zu 
berechnen. Die untersuchte Lösung war auf die angewandte 
Menge Witte-Pepton berechnet, 0,01 resp. 0,005 prozentig.!) Wir 

1) Es gelingt, die Biuretreaktion auch bei noch größeren Verdün- 
nungen zu erhalten. 
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haben denselben Versuch auch mit enteiweißtem Serum gemacht. 
Das Resultat war eindeutig. Wir erhielten positive Biuretreaktion. 
Allerdings benützten wir 50—100 ccm der Lösung, und auch 
bei unseren früheren Versuchen haben wir stets neben dem 
Reagensglasversuch noch einen Versuch mit großen Mengen 
Flüssigkeit ausgeführt. Die Behauptung Freunds, daß in einer 
0,02—0,01 prozentigen Lösung von ‚Albumosen‘“ eine Biuret- 
reaktion der Beobachtung entgehen kann, ist somit ganz un- 
begründet, und hiermit sind seine Einwände gegenüber den Ver- 
suchen von Oppenheimer und mir völlig gegenstandslos. 
Bei der Verdünnung des Plasmas mit der 10fachen Menge 
Kochsalzlösung müßte der Gehalt der untersuchten Flüssig- 
keit jedenfalls auf unter 0,005%, an biuretgebenden Substanzen 
gesunken sein! Das ist immerhin möglich, und Oppenheimer 
und ich haben es auch offen gelassen, ob nicht doch geringe 
Mengen von „Albumosen‘“ vorhanden waren. Jedenfalls haben 
weder Morawitz und Dietschy noch wir im Plasma in ein- 
wandsfreien Fällen eine Stütze für eine solche Annahme ge- 
funden. 

Endlich haben Funk, London und ich in der erwähn- 
ten Arbeit das Eiweiß durch Hitzekoagulation bei schwach 
essigsaurer Lösung möglichst entfernt und den Rest von Eiweiß 
im Filtrat durch Mastixlösung nach den Angaben von Michaelis 
und Rona. Hier arbeiteten wir unter den günstigsten Bedin- 
gungen, und auch hier konnten wir die Angaben von Morawitz 
und Dietschy, Oppenheimer und mir nur bestätigen. Unter 
diesen günstigen Bedingungen verstehen wir 1. die große Menge 
Plasma, die wir verarbeiteten; 2. die gute Enteiweißungsmethode, 
die wir anwandten, die zu wirklich eiweißfreien Lösungen führte, 
und zwar ohne jede Gefahr einer sekundären Eiweißspaltung. Eine 
solche erscheint uns bei dem Verfahren von Freund nicht aus- 
geschlossen. Er schildert die Enteiweißung wie folgt (S. 12 seiner 
Arbeit: „Über den Ort usw.“, 1. c.): „Zur Bestimmung der Werte 
des Extraktivstickstoffes wurden gewöhnlich 100—150 ccm (Blut) 
verwendet, die so enteiweißt wurden, daß sie mit dem gleichen 
Volumen 10 prozentiger Kochsalzlösung vermischt und die Mi- 
schung vorsichtig nur bis zur deutlich sauren Reaktion mit Essig- 
säure angesäuert und !/, Stunde gekocht wurde. Wiewohl bei 
diesem Vorgehen fast stets ein eiweißfreies, farbloses Filtrat sich 
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ergab, brachte das kochendheiße und nur mit Spuren Essigsäure 
angesäuerte Waschwasser stets Blutfarbstoff in Lösung, der erst 
beim Einengen des Filtrates samt Waschwasser in Koagulation 
zu bringen war.“ Freund hat also längere Zeit in saurer Lösung 
eingedampft. Daß solche Prozeduren zu einwandsfreien Resultaten 
führen, wäre noch zu beweisen. Hier hätte Freund vor allem auch 
die Erfahrungen von Morawitz und Dietschy berücksichtigen 
sollen, nämlich daß hämolytisches Plasma Albumosenreaktion 
vortäuschen kann! Warum verschweigt Freund diese Be- 
obachtung dieser Autoren, trotzdem er angibt, Blutfarbstoff in 
sein ‚fast stets eiweißfreies‘“‘ Filtrat gebracht zu haben? Ver- 
gleiche hierzu das eingangs angeführte Zitat aus der Arbeit von 
Morawitz und Dietschy. 

Wir sind gern bereit, uns von Freund belehren zu lassen, 
und werden auch unsere Versuche nach dieser Richtung fort- 
setzen. Das Dunkel, das die Frage der Eiweißresorption und 
-assimilation noch umgibt, würde zweifellos weichen, wenn ев 
gelingen würde, auf dem Transport befindliche Eiweißabbau- 
produkte in der Blutbahn zu fassen. Daß dies bis jetzt geglückt 
ist, bezweifle ich auf Grund der gründlichen Arbeit von Mora- 
witz und Dietschy und auf Grund eigener reicher Erfahrungen 
und derjenigen meiner Mitarbeiter. | 

Freund führt endlich als Beweis, daß Albumosen im Blut 
vorkommen und, wie Freund offenbar glaubt, zu den normalen 
Resorptionsprodukten gehören, die Arbeit von L. Borchardt!) an. 
Dieser Forscher hat die schöne Beobachtung gemacht, daß ein 
peptisches Abbauprodukt aus Elastin, das durch besondere Eigen- 
schaften ausgezeichnet und daher in sehr geringen Mengen nach- 
weisbar ist, sich im Blute bei seiner Einführung per ов nach- 
weisen läßt. Es liegt kein Grund vor, diesen Befund zu verall- 
gemeinern. Borchardt hat nur nachgewiesen, daß das von 
ihm Hemielastin genannte Produkt in der Blutbahn und auch 
in Organen nachweisbar ist. Über die Zusammensetzung des 
Hemielastins wissen wir nichts. Es ist möglich, daß es überhaupt 
schwer angreifbar ist und deshalb unzerlegt im Organismus 





1) L. Borchardt, Über die Assimilationsweise der Elastinalbumosen. 
(Ein Beitrag zur Frage nach dem Schicksal der Eiweißkörper im Blut.) 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 507, 1907. 
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zirkuliert, d. h. es ist die Möglichkeit nicht ausgeschlossen, daß 
Hemielastin als Fremdkörper wirkt. Borchardt hat die wichtige 
Beobachtung gemacht, daß bei intravenöser Einführung des 
Hemielastins dieses besonders reichlich in der Dünndarmwand 
erscheint: Borchardt gibt zwei Deutungen dieser Erscheinung. 
Einmal ist es möglich, daß eine Ausscheidung von Hemielastin 
durch die Dünndarmschleimhaut vorliegt (analog mancher Gifte), 
oder aber das Hemielastin wird, soweit es nicht durch die Nieren 
entfernt wird, in der Dünndarmwand verwertet (d. h. wohl 
abgebaut), d. h. mit andern Worten, die Körperzellen können 
mit dem Hemielastin nichts anfangen! Sollte der tierische Organis- 
mus nun auch normalerweise solche Produkte in die Zirkulation 
bringen, um sie dann schließlich zum Teil durch die Nieren zu 
verlieren und zum Teil wieder zum Dünndarm zurückzuführen? 
Sollen diese Versuche für die ‚„Albumosenfrage‘“‘ von Bedeutung 
sein, d. h. für das normale Vorkommen von Albumosen im Blute 
grundlegend werden, dann wäre doch erst zu beweisen, daß 
normalerweise Hemielastin im Blute vorkommt, wenn Elastin 
als solches verfüttert wird und nicht künstlich bereitetes Hemi- 
elastin. Einstweilen stehen die Untersuchungen Borchardts 
vollständig für sich abgeschlossen da. Sie sind vorläufig nicht im 
geringsten zur Klärung der Frage nach dem Eiweißab- und -aufbau 
im tierischen Organismus verwertbar. 

Schließlich noch ein Wort über die ‚„Albumosen‘“‘. Weder 
Freund noch sonst jemand weiß etwas Bestimmtes über diese 
Körper. Sicher sind es keine einheitliche Verbindungen. Alle 
unsere Erfahrungen sprechen dafür, daß es sich um Gemische han- 
deln muß, und zwar wäre es sehr merkwürdig, wenn dieses Gemisch 
stets dasselbe wäre. Neuerdings ist von Emil Fischer und mir!) 
gezeigt worden, daß ganz einfach zusammengesetzte Körper — ein 
Tetrapeptid aus Seide — bereits Reaktionen zeigen, wie sie manchen 
Albumosen zukommen. Der Begriff der Albumosen muß sich 
ändern, vielleicht wird er fallen. Solange Freund seine als Albu- 
mosen bezeichnete Produkte nicht definieren kann, hat ihr Befund 
einen nur relativen Wert. Freund weiß nicht, ob die von ihm 
beobachteten ‚„Albumosen‘ kompliziert aufgebaut sind, oder aber 


.— 





1) Emil Fischer und Emil Abderhalden, Bildung von Polypep- 
tiden bei der Hydrolyse der Proteine. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 
3544, 1907. 
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ob sie eine ganz einfache Zusammensetzung zeigen. Damit soll 
durchaus nicht der Wert des Befundes von solchen Eiweißabbau- 
produkten im Blute herabgesetzt werden. Jede Beobachtung 
nach dieser Richtung ist von größtem Werte, aber sie muß ein- 
wandsfrei sein! 

Zum Schlusse sei noch kurz auf die Ursache, weshalb Freund 
seine so unbegründeten und zum größten Teil auf unrichtigen An- 
gaben beruhenden Angriffe auf mich eröffnet hat, eingegangen. 
Freund hat unter Außerachtlassung aller bisherigen, wohlbegrün- 
deten Resultate der experimentellen Forschung auf dem Gebiete 
der Eiweißchemie und -physiologie eine neue Lehre des Eiweiß- 
stoffwechsels aufgestellt. Diese ganze Lehre ruht nun zum 
großen Teil auf dem quantitativen Nachweis von Albumosen 
im Blut. Freund hat im Blute bestimmt (S. 15 z. Bu: 
1. den Gesamt-N, den Gesamt-N nach Koagulation, den N der 
Zinksulfatfällung, den N des Zinksulfatfällungsfiltrats, den N 
der Gerbsäurefällung, den N der Phosphorwolframsäurefällung 
und schließlich den N von deren Filtrat. Freund findet in der 
Tat Zahlen, die nichts an Exaktheit übrig lassen. Es handelt 
sich stets um sehr kleine Werte, die mit der Kjeldahlmethode 
festgestellt wurden. So verwendet er z. B. zur Zinksulfatfällung 
25 ccm, zur Gerbsäurefällung 50 ccm eiweißfreies Filtrat. 100 ccm 
Blut enthielten z. B. (S. 15) 0,024 g N, fällbar durch Zinksulfat. 
Somit enthielten die 25 cem Blut, die zur Verwendung kamen, 
0,006 g N, und auf solchen Zahlen baut sich die ganze Arbeit auf! 
Wer würde es wagen, chemisch genau definierte Körper, wie 2. В. 
Arginin, Leucin und etwa ein synthetisch erhaltenes, durch Zink- 
sulfat fällbares Polypeptid in so geringen Mengen quantitativ zu 
trennen? Gewiß kein kritischer Forscher! Aus einer reichen Er- 
fahrung wissen wir, daß es ganz darauf ankommt, unter welchen 
Bedingungen man z. B. mit Phosphorwolframsäure fällt, und auch 
dann erhält man bei verschiedenen Gemischen ganz verschiedene 
Resultate. Wie will nun Freund unter den so unendlich viel 
komplizierteren Verhältnissen, unter denen er arbeitet, denn er 
tappt vollständig im Dunkeln, mit so geringen Werten eine neue 
Lehre des Eiweißstoffwechsels begründen! Wenn wir die Arbeit 
von Freund nicht berücksichtigt haben und auch seinem Albu- 
mosenbefund mit Mißtrauen begegnen, dann geschah es deshalb, 
weil wir die ganze Arbeit von Freund für sehr mangelhaft fundiert 
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und seine Methoden für die Beantwortung derartiger Fragen für 
vollständig wertlos halten, besonders dann, wenn durch so mini- 
male Mengen so große Fehlerquellen geschaffen werden. Nun hat 
Freund mit seinen Methoden Werte erhalten, die durch ihre 
gute Übereinstimmung überraschen. Es seien einige Beispiele 
angegeben: Unter Anwendung von 25 ccm eiweißfreiem Filtrat 
waren auf 100 ccm Blut berechnet mit Zinksulfat fällbar beim 
Beginn der Durchblutung des ausgewaschenen Darmes (8. 15) 
0,024 g N und am Schluß des Versuches 0,024 g N, bei einem 
zweiten Versuch finden wir als entsprechende Zahlen 0,020 g und 
0,020 g! Weitere Zahlen: 0,014 g N und 0,017 р, 0,017 g und 
0,017 g М (S. 16), 0,012 g und 0,015 g N, 0,014 р und 0,014 g N, 
S. 18: 0,02 g und 0,022 р usw. Beweisen diese Zahlen, daß Freund 
sehr exakt gearbeitet hat, und daß die von ihm angewandten 
Methoden doch vorzügliche sind? Wir bezweifeln es. Wir haben 
noch nie so gut übereinstimmende Zahlen erhalten, selbst wenn 
wir in genügend großen Mengen z. B. in derselben Portion Urin den 
Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt haben. Die gut stimmenden 
Zahlen Freunds vermögen meine auf reicher Erfahrung in 
diesem Gebiet fußenden Zweifel an dem Wert seiner Unter- 
suchungsmethoden nicht zu vermindern, ebensowenig wie die 
Unterschiede, die er bei andern Versuchen findet, beweisend 
erscheinen. 

Es ist hier nicht der Ort, auf die Bedenken, die gegen Freunds 
Lehre leicht geltend gemacht werden können, einzugehen. Soweit 
eine Kontrolle seiner Vorstellungen möglich ist, werden wir sie 
durchführen und demnächst über die schon begonnenen Versuche 
berichten. Seine Arbeit als solche direkt nachzuprüfen, halten 
wir für ausgeschlossen und für vollständig zwecklos, es sei denn, 
daß mit ganz anderen Methoden und unter besseren Bedingungen 
gearbeitet wird. Wir werden jedoch, sobald die notwendigen 
Materialien an synthetischen Produkten vorliegen, mit entsprechend 
kleinen Mengen prüfen, inwieweit eine Trennung verschiedener 
Eiweißabbauprodukte durch die von Freund verwendeten Metho- 
den möglich ist. 

Wir sind absichtlich nicht früher auf Freunds Arbeit ein- 
gegangen. Er hat alle Untersuchungen, die ich teils allein, teils ge- 
meinschaftlich mit meinen Mitarbeitern veröffentlicht habe, voll- 
ständig ignoriert — eine Ausnahme machen nur die „Albumosen- 
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arbeiten“! Es schien uns das zum Teil begreiflich. Seine Lehre 
steht im Widerspruch mit den von mir und meinen Mitarbeitern 
erhaltenen Resultaten. Freund wollte vielleicht weitere eigene Ver- 
suche abwarten, um dann später eingehenddie Literatur zu prüfen. 
Ich wartete auf diese Arbeit und wollte vor allem eine Polemik ver- 
meiden, aus diesem Grunde vermied ich es peinlich, Freunds Arbeit 
zu berühren. In diesem Zusammenhang mußte es nun geschehen. 

Zusammenfassend sei hervorgehoben: 1. Die Behauptung 
Freunds, daß es nur meinen Mitarbeitern und mir 
nicht gelungen sei, Albumosen im Blut und speziell 
im Plasma nachzuweisen, ist unrichtig. 2. Die Behaup- 
tung Freunds, daß Morawitz und Dietschy mit sicher 
einwandsfreien Methoden AlbumosenimBlutgefunden 
haben, steht in der von Freund gegebenen Form im 
Gegensatz zu den klaren, eindeutigen Resultaten der 
Arbeit von Morawitz und Dietschy. Die Schlußfolge- 
rungen dieser Autoren decken sich mit den unsrigen. 
3. DieBehauptungFreunds,daßichmiteinerschlechten 
Methode auf Albumosen geprüft habe, ist haltlos und 
nur durch mehrere Entstellungen möglich geworden. 
4. Freunds Arbeit „Über den Ort des beginnenden 
Eiweißabbaues im gefütterten und hungernden Orga- 
nismus“ ist mit Methoden durchgeführt, die eine exakte 
Arbeit unmöglich machen. Erschwerend kommt dabei 
in Betracht, daß Freund mit sehr kleinen Blutmengen 
gearbeitet hat. 5. Freund ist nicht berechtigt, aus den 
Ergebnissen dieser Arbeit Schlußfolgerungen zu ziehen. 
Er arbeitet durchwegs mit unbekannten Größen und 
kann über die Natur und die Bedeutung der einzelnen 
N-Fraktionen gar nichts aussagen. Er darf nicht er- 
warten, daß diese Arbeit bei Fragen über den Eiweiß- 
stoffwechsel ernstlich in Betracht gezogen wird. 

Ich bedaure es sehr lebhaft, die vorliegenden Bemerkungen 
der Öffentlichkeit übergeben zu müssen, Freund hat mich jedoch 
durch seine unrichtigen Darlegungen dazu gezwungen. 


Anmerkung: Da die Behauptung Freunds, Morawitz 
und Dietschy ständen im Gegensatz zu mir und meinen Mit- 
arbeitern auf dem Standpunkt, den er selbst in der Albumosen- 
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frage einnimmt, in so scharfem Widerspruch mit den klaren An- 
gaben der genannten Autoren steht, habe ich mich im Interesse 
der völligen Klarstellung in diesem für Freunds literarische 
Gewissenhaftigkeit so schwerwiegenden Punkte, direkt um Aus- 
kunft an Herrn Morawitz gewandt. Er hat mir erlaubt, seine 
Antwort hier wiederzugeben. Die betreffende Stelle lautet: ‚Ich 
glaube, es geht aus meiner Arbeit genügend hervor, daß ich in 
keinem Falle in einwandfreiem Oxalatplasma Albumosen ge- 
funden habe. Ich befinde mich also durchaus in Übereinstim- 
mung mit Ihren und Oppenheimers Angaben.“ — Schließlich 
sei noch erwähnt, daß Theodor Brugsch (Über die Zusammen- 
setzung des Retentionsstickstoffes und den Nachweis von Albu- 
mosen im Blute bei Nierenkrankheiten. Med. Klin. 1906, Nr. 12) 
angibt, „daß bei Nephritiden Albumosen resp. Peptone 
kein steter Befund im Blute sind, und daß die Mengen, 
die man mitunter im Blute hier antrifft, aus der Stärke 
der Biuretreaktion zu schließen, nur minimal sind‘. 
Brugsch schildert sehr anschaulich, welche Schwierigkeiten die 
totale Entfernung des Eiweißes aus dem Blute macht und wie 
leicht Täuschungen entstehen. Endlich sei noch angeführt, daß 
О. Cohnheim, S. 625—26 des Bandes II, zweite Hälfte des 
Handbuches der Physiologie des Menschen (1907) seine eigenen 
Erfahrungen auf diesem Gebiete, wie folgt, zusammenfaßt: ‚Meine 
eigenen Beobachtungen stimmen durchaus mit denen von Erben 
und Abderhalden und Oppenheimer überein, daß das Blut 
keine Albumosen oder Peptone in nachweisbarer Menge enthält“. 
Auch O. Schumm (Über das Vorkommen von Albumosen im 
Blute, Beiträge z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 442, 1904) fand 
in dem kurz nach dem Tode aus dem Herzen entnommenen 
Blute eines gesunden Mannes, dêr sich erschossen hatte, keine 
Albumosen. Meine Mitarbeiter Oppenheimer, Peter Rona, 
Casımir Funk, E. S. London und ich stehen somit durchaus 
nicht allein mit unseren Befunden und Schlußfolgerungen in der 
„Albumosenfrage‘, wie es durch die entstellte Darstellung Freund’s 
scheinen könnte, vielmehr decken sich unsere Beobachtungen und 
Schlußfolgerungen mit denen von Morawitz und Dietschy, 
О. Cohnheim und auch von О. Schumm, wenn normale Ver- 
hältnisse in Betracht gezogen werden. Unter pathologischen Ver- 
hältnissen, bei Nephritis, erhielt Brugsch wechselnde Resultate, 
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während Schumm bei chronischer Schrumpfniere in dem unter- 
suchten Falle zu einem positiven Resultate kam. 

Wir möchten schließlich noch hervorheben, daß ım Interesse 
einer einheitlichen Bearbeitung des diskutierten Problems die 
Forderung aufgestellt werden muß, daß in Zukunft scharf unter- 
schieden wird zwischen Arbeiten, die sich mit dem Albumosen- 
nachweis im Plasma, im Serum und im Gesamtblute beschäftigt 
haben. Es ist nicht ausgeschlossen, speziell in Hinsicht auf die 
Arbeit von Morawitz und Dietschy, daß durch eine solche 
getrennte Betrachtung des sog. ‚„Albumosenbefundes‘“ im Blute 
manche Widersprüche schwinden werden. Jedenfalls wird niemand 
auf diesem Gebiete arbeiten dürfen — auch Freund nicht —, 
ohne die Beobachtung von Morawitz und Dietschy über den 
Albumosengehalt im Gesamtblute und speziell über das Verhalten 
des Hämoglobins eingehend zu berücksichtigen. 
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Bemerkungen 
zu der Arbeit von Fräulein Dr. Bianca Bienenfeld: 
„Das Verhalten der Frauenmilch zu Lab und Säure“. 


Diese Zeitschr. 7, 262. 


Von 


E. Fuld und J. Wohlgemuth. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1908.) 


In ihren interessanten Untersuchungen über die Wirkung von 
Lab und Säure auf die Frauenmilch kommt Frl. Dr. Bienenfeld 
zu dem Ergebnis, daß die Frauenmilch sich nicht laben läßt, 
sondern daß die Gerinnung, die man bei der Einwirkung von Lab 
und Säure auf die Frauenmilch beobachtet, nichts anders ist als 
eine Säurefällung. 

Hierzu möchten wir folgendes bemerken: 

1. Wenn beim Labungsprozeß das Kuhcasein eine Albumose 
abgespaltet, so ist damit nicht bewiesen, daß es bei jedem anderen 
Casein, welches eine Labwirkung durchgemacht hat, ebenfalls zur 
Abspaltung einer Albumose kommen muß. 

2. Über die Höhe des Molkenalbumosenstickstoffs ist aus den 
Literaturangaben ein Rückschluß nicht zu ziehen, da die spaltende 
Wirkung der Labpräparate auf das Casein resp. Paracasein erst 
durch neuere Arbeiten bekannt geworden und in seiner Tragweite 
schwer abzuschätzen ist. Nach Р. Hillmann (Milchzeitung 25, 
86, 1896) z. В. findet man ca. 60-—90%, des Caseinstickstoffs im 
Käse wieder, je nach dem Gehalt der Milch an löslichen Kalksalzen. 
Auch die eigenen Versuche von Frl. Dr. Bienenfeld (vgl. S. 277) 
weisen die gleichen, ja noch größere Schwankungen auf. Wir 
glauben infolgedessen nicht, daß auf Stickstoffanalysen sich 
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stützende Betrachtungen in dieser Frage ausschlaggebend sein 
können. 

3. Daß eine von der Säurewirkung verschiedene Wirkung des 
Labferments stattfindet, beweisen übrigens zwei eigene von Frl. 
Dr. Bienenfeld (8. 278 u. 279) zwecks Bekämpfung dieser An- 
sicht angeführte Versuche. Während nämlich bei einer spontan 
gesäuerten Milch der Säuregehalt selbst bei Siedetemperatur nicht 
ausreichte, um eine Gerinnung zu erzielen, trat eine Fällung bei 
Brutwärme sogleich ein, nachdem zur Probe Lab hinzugesetzt war. 

4. Schließlich ist in unserer von Frl. Dr. Bienenfeld zitierten 
Arbeit (diese Zeitschr. 5, 118, 1907) der Beweis erbracht, daß auch 
bei absolutem Ausschluß der Säurewirkung Frauenmilch durch 
geeignete Behandlung einer Labung zugänglich gemacht werden 
kann, wenn man ihren Chlorcalciumgehalt auf die zur Paracasein- 
fällung erforderliche Höhe bringt. 

Dieser Versuch, auf den wir auch in unserer Zusammenfassung 
unter Nr. 4 hindeuten, scheint uns schlagend zu beweisen, daß 
Frauenmilch einer Labung durchaus fähig ist. 


25* 


Über eine komplementzerstörende Wirkung des 
Кођгасі ев. 


Уоп 
J. Morgenroth und R. Kaya. 


(Aus der bakteriologischen Abteilung des Pathologischen Institute der 
Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 31. Januar 1908.) 


Während die Einwirkung des Lecithins auf Schlangengifte, 
bei welcher ersteres bekanntlich als Aktivator wirkt, indem es 
sich mit einer Komponente des Schlangengiftes zu einem hämo- 
lytisch wirksamen Toxolecithid vereinigt (Kyes), nach den ver- 
schiedensten Richtungen hin gut studiert ist, trat die genauere 
Untersuchung einer anderen Klasse von Aktivatoren der Schlangen- 
gifthämolyse, der Komplemente des Serums (Flexner und 
Noguchi) neuerdings etwas in den Hintergrund. Mit dem ver- 
gleichenden Studium dieser beiden Aktivierungsarten beschäftigt, 
beobachteten wir ein Phänomen, das wir im folgenden kurz be- 
schreiben wollen, indem wir uns weitere Untersuchungen vorbe- 
halten. 

Wir hatten in zahlreichen Fällen festgestellt, daß — ganz 
im Gegensatz zu der bestimmt aufgestellten Behauptung von 
у. Dungern und Соса!) — diejenige Komponente des Kobra- 
giftes, welche durch frisches Meerschweinchenserum, also wohl 
durch Komplement, aktiviert wird, ganz entsprechend den Ver- 
hältnissen bei der Lecithin-Aktivierung auch nicht die geringste 
Bindung von seiten der Blutkörperchen erfährt. Es war also 
hier eine Wirkungsweise der amboceptorartigen Giftkomponente 


1) v. Dungern und Coca, Münch. med. Wochenschr. 1907, Nr. 47. 
Wir werden in einem besonderen Aufsatze eingehend auf diese Arbeit 
zurückkommen, der wir weder in den Schlußfolgerungen noch in der 
experimentellen Beweisführung zu folgen vermögen. 
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und des Meerschweinchenkomplements anzunehmen, wie sie von 
Ehrlich und Sachs und von Sachs bei Hämolysinen des nor- 
malen Blutserums beschrieben worden ist — es tritt nämlich eine 
Bindung des Amboceptors an die Blutkörperchen nur nach seiner 
Vereinigung mit dem Komplement ein. Diese Vereinigung wollten 
wir durch längere gegenseitige Einwirkung von Kobragift und 
Komplement herbeiführen und die Bindung des so entstandenen 
Komplexes Amboceptor-Komplement an die Blutkörperchen 
untersuchen. Das unerwartete Resultat war, daß die Hämolyse 
überhaupt ausblieb, indem das Kobragift bei verhältnis- 
mäßig kurzer Einwirkung auf das Meerschweinchen- 
serum bei 37° das aktivierende Komplement zerstörte. 
Folgender Versuch!) zeigt diese Erscheinung. 


I. 


Je 0,1 ccm frischen Meerschweinchenserums dienen zur Akti- 
vierung wechselnder Mengen Kobragift, Verdünnungen einer 
l proz. Kobragiftlösung in 0,85proz. Kochsalzlösung, Ziegenblut, 
gewaschen, 5proz., 1,0. In A wird Kobragift, Meerschweinchen- 
serum und Blut sofort gemischt und die Hämolyse in der üblichen 
Weise beobachtet. In В bleiben Kobragift und Meerschweinchen- 
serum (Gesamtvolum 1,1) erst 3 Stunden im Brütschrank bei 
37°, bevor das Blut zugesetzt wird. In C verweilt das Meer- 
schweinchenserum allein mit је 0,5 cem Kochsalzlösung 3 Stunden 
bei 37°, hierauf wird Kobragift und Blut zugefügt. In D bleibt 
Kobragift 3 Stunden bei 37°, hierauf Serum und Blut. 


Mengen des Giftes A B С р 
0,2! / 0 — 0 — — 
1,01 o0 komplett 0 komplett komplett 
0,5 n 0. n e 
0,25 Е 0 fast komplett fast komplett 
0,1 stark 0 mäßig — 
0 0 0 0 0 


Der Versuch bedarf kaum weiterer Erläuterung. Die zeit- 
lichen Verhältnisse, welche bei dem Vorgang der Komplement- 


1) Das Kobragift verdanken wir Herrn Colonel Bannerman in 
Bombay und Herrn Prof. Calmette in Lille. 
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zerstörung durch Kobragift in Betracht kommen, ergeben sich 
aus folgendem Versuch. 


II. 
Meerschweinchenserum überall 0,1 ccm. Ziegenblut 5proz. 1,0. 
A B C D E F 
Gift + Se- ‚ 
Gift- rum+Blut GIL ge, Gift + Ser. Gift+ Serum Gift+Ser. Gift + Serum 
mengen sofort vi rum är äi lh 87° l'!ah 377 2h 37° 3h 37° 
misc 
1. 1,0%/,0o komplett komplett wenig wohl 0 0 0 
2. 0,5 5 А sehr stark wenig wohl 0 0 
3. 0,25 бё be fast kompl. stark mäßig sehr wenig 
4. 0,1 stark stark stark mälig-stark stark wenig-mälig 


5. 0 Spürchen Kuppe. 


Nach einer Stunde beginnt der zerstörende Einfluß des Kobra- 
giftes sich geltend zu machen, indem die Hämolyse gerade bei 
der größten Giftmenge geringer wird, nach 11/„ Stunden hat die 
größte Giftmenge das Komplement vollständig zerstört, nach 
3 Stunden ist das Komplement auch bei den geringsten Giftmengen 
erheblich abgeschwächt. Die Wirksamkeit des Kobragiftes selbst 
erscheint nicht wesentlich vermindert. Am nächsten Morgen 
bringt 0,1 ccm Meerschweinchenserum, zu E, zugefügt, völlige 
Hämolyse hervor. 

Bei Zimmertemperatur tritt die Wirkung gleichfalls ein, 
nach einer Stunde ist sie kaum bemerkbar, nach 3 Stunden sehr 


ausgeprägt. 
III. 


Versuchsanordnung wie in Versuch I, aber Zimmertempe- 
ratur (ca. 20°). 


Mengen des Giftes nach 1 Stunde nach 3 Stunden nach 6 Stunden 


1.0°/ 06 komplett 0 0 

0,5 komplett sehr wenig 0 

0,25 wohl komplett wenig-mäßig Spur 

0 Spürchen Kuppe Spürchen Kuppe Spürchen Kuppe. 


Bei Eisschranktemperatur ist nach 3 und 6 Stunden die Ab- 
schwächung des Komplements durch das Kobragift ebenfalls sehr 
ausgesprochen, während bei 0°, wenigstens innerhalb 3Stunden, 
nichts davon zu bemerken ist. 

Von besonderem Interesse erscheint es, daß prinzipiell in 
derselben Weise, wie das Komplement des Meerschweinchen- 
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serums für Kobragift durch dieses letztere unwirksam gemacht 
wird, so auch die Aktivierung eines spezifischen, immunisatorisch 
erzeugten Amboceptors durch Meerschweinchenserum gehemmt 
wird. Eine vollständige Aufhebung der Komplementwirkung 
erzielten wir unter den gewählten Versuchsbedingungen für diesen 
Fall nicht. Es weist das darauf hin, daß vielleicht für beide 
Funktionen zwei differente Komplemente in Frage kommen, die 
zwar gleichartig, aber in verschieden hohem Grade beeinflußt 
werden. Wir lassen einen Versuch dieser Art folgen. 


IV. 


Je 0,15 Meerschweinchenserum bleibt mit wechselnden Mengen 
Kobragift (Gesamtvolum 1,15 ccm) drei Stunden im Brutschrank 
bei 37°. Die Versuchsreihe wird doppelt angesetzt; zu A wird 
0,11/,, Amboceptor = 4 Amboceptoreinheiten (von Kaninchen) 
und Ziegenblut, zu B nur Ziegenblut zugefügt. 


Mengen des Kobragiftes A B 
1. 0,15'/,0 sehr wenig 0 
2: 105 wenig-mäßig 0 
3. 0,5 mäßig-stark 0 
4. 0,25 fast komplett sehr wenig 
5. 01 komplett mäßig 
6. 0 komplett Spur, Kuppe 


Die komplementzerstörende Wirkung des Kobragiftes wird 
durch halbstündiges Erwärmen auf 60° nur wenig abgeschwächt, 
dagegen vollständig aufgehoben durch halbstündiges Erhitzen auf 
100° bei einem Gehalt der !/,„-Verdünnung des Giftes an ca. 
nl Salzsäure. Веі dem letzteren Versuch ist von neuem Kobra- 
gift resp. Ambocepter zuzufügen, um das Vorhandensein von 
Komplement nachzuweisen. Es ließ sich nämlich die wichtige 
Tatsache feststellen, daß durch Erhitzen auf 100° das Kobragift 
die Fähigkeit, durch Serumkomplement aktiviert zu werden, 
vollkommen verliert, während seine Aktivierbarkeit durch 
Lecithin quantitativ erhalten bleibt, wie Kyes und Sachs 
festgestellt und Morgenroth bestätigt hat. Dieser Befund 
liefert ein erhebliches Argument für die ursprüngliche Annahme 
von Kyes und Sachs, daß es sich bei der Aktivierung von 
Kobragift durch frisches Serum um die Wirkung von Komple- 
menten handelt, daß also die Aktivierung durch Serum von der 
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durch Lecithin scharf zu trennen ist. Für die Komplementnatur 
des Serumaktivatoıs spricht vor allem auch das hier beschriebene 
gleichartige Verhalten des Meerschweinchenserums der zerstö- 
renden Wirkung des Kobragiftes gegenüber sowohl bei der Kobra- 
giftaktivierung wie bei einer sicheren Komplementwirkung in 
Zusammenhang mit einem immunisatorisch erzeugten Amboceptor. 
Eine Weiterführung dieser Versuche wird zweifellos zur end- 
gültigen Lösung dieser Frage, die Sachs in seiner jüngsten vor- 
trefflichen Darstellung!) des Gegenstandes als „eine nicht ganz 
geklärte‘“ bezeichnet, wesentlich beitragen. Im Sinne einer Ab- 
trannung einer durch Komplement aktivierbaren labileren Kom- 
ponente des Kobragiftes von einer durch Lecithin aktivierbaren 
Komponente ist der oben beschriebene Befund natürlich nicht 
ohne weiteres zu verwerten, da bei einer einheitlichen amboceptor- 
artigen Substanz der Verlust der komplementophilen Gruppe bei 
Erhaltenbleiben der lecithinophilen Gruppe zu demselben experi- 
mentellen Ergebnis führte. Hier haben weitere Versuche einzu- 
setzen. ; 

Der Vorgang der Komplementzerstörung durch Kobragift 
läßt in erster Linie an die Wirksamkeit eines besonderen komple- 
mentzerstörenden Fermentes vermuten, wie es Sachs und 
Teruuchi?) im Serum nachgewiesen haben. Es wäre auch an 
eine Umsetzung desKomplementes mit dem Amboceptor desKobra- 
giftes zu denken, an eine sekundäre Umlagerung, welche, durch 
die Phase der wirksamen Amboceptorkomplementverbindung 
hindurch zu einem unwirksamen Produkt führt. Daß das Phä- 
nomen der Komplementzerstörung bei der üblichen Versuchs- 
anordnung für die Aktivierung des Kobragiftes durch Serum- 
komplement für gewöhnlich nicht in Erscheinung tritt, ist bei 
Betrachtung der zeitlichen Verhältnisse der beiden interferieren- 
den Vorgänge verständlich. 


1) Sachs im Handbuch der Technik und Methodik der Immuni- 
tätsforschung. Herausgegeben von Kraus und Levaditi, Jena 1907. 
2) Sachs und Teruuchi, Berl.. klin.. Wochenschr. 1907. 


Enzymatische Umwandlung von Adrenalin. 


Von 


Сагі Neuberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 19. Dezember 1907.) 


Vor 2 Jahren war es mir gelungen, aus den Metastasen eines 
von der Nebenniere ausgegangenen Melanoms eine Fermentlösung 
zu gewinnen, die Adrenalin in kurzer Zeit in ein dunkelbraunes 
Produkt umzuwandeln imstande war. Die Beziehungen, die sich 
hierdurch zwischen dem Adrenalin und der Frage der patholeo 
gischen, ev. auch der normalen Pigmentbildung im Tierkörpr- 
anbahnen, ließen es angebracht erscheinen, die Wirkung ver- 
schiedener Fermente vom Typus der Tyrosinasen zu untersuchen!). 

Zunächst ergab sich, daß aus Melanosarkomen anderer Her- 
kunft kein analog auf die Nebennierensubstanz wirkender Extrakt 
zu gewinnen war. Es war daher wünschenswert, mit einem leichter 
zugänglichen Enzym zu operieren. 

Da für die vorliegende Frage in erster Linie tierische Fer- 
mente von Interesse waren, solche aber heimischen Ursprungs 


1) Vergl. hierzu J. Orth, Berliner Klin. Wochenschr. 43, 887, 1906; 
ferner С. Neuberg, Sitzung des Komitée für Krebsforschung vom 31. Маі 
1906. — Diese Versuche, sowie die auszugsweise im folgenden beschriebenen, 
sind mit Mitteln ausgeführt, die ich dem Komité für Krebsforschung 
verdanke. Wegen des zu erstattenden Berichtes und der vielfach schwie- 
rigen Analysen sowie wegen des Wunsches, weitere Erfahrungen an patho- 
logischem Material zu sammeln, habe ich die ausführliche Mitteilung heraus- 
‚geschoben. Im Hinblick auf die längst nach Abschluß meiner Versuche 
‚erschienenen interessanten Veröffentlichungen von О. у. Fürth und E. 
Jerusalem (Beiträge z. chem. Physiol. u. Pathol. 10, 131) sowie von 
C. L. Alsberg (Journ. of medical research 16, 117) entschließe ich mich 
zu dieser vorläufigen Notiz, wenn auch die Befunde dieser Autoren nur 
in einem losen Zusammenhange mit meinen Beobachtungen stehen. 
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nicht leicht zugänglich sind, habe ich in den Monaten März und 
April 1907 auf der Neapeler Zoologischen Station entsprechende 
Versuche mit den Extrakten aus Tintenbeuteln von Sepia offici- 
nalis angestellt. 

Von diesen ist bereits die enzymatische Wirkung auf Tyrosin 
уоп Н. Pribram festgestellt, und es war zu erwarten, daß ange- 
sichts der äußerst kräftigen, normalen Farbstoffbildung bei diesem 
Tiere erhebliche Effekte auftreten würden. 

In der Tat vermag der in geeigneter Weise gereinigte Tinten- 
beutelauszug Adrenalinlösungen zu einem ‚„Melanin‘“ umzubilden. 
Der entstehende braunschwarze Niederschlag ist aber im Gegen- 
satz zu der flockigen, sich gut absetzenden Fällung durch Melanom- 
extrakt äußerst fein und kann nur in mühevoller Weise in festem 
Zustande abgetrennt werden. Er bildet dann ein feines sammet- 
schwarzes Pulver, das in Alkohol unlöslich, in Alkalien aber zum 
Teil löslich ist. 

Aus den Analysen folgt, daß in dem schwarzen Farbstoff 
еіп Oxydationsprodukt des Adrenalins vorliegt. 

Selbstverständlich war durch die üblichen Kontrollen mit 
Sepiaferment ohne Adrenalinzusatz und mit gekochtem Extrakt. 
die enzymatische Natur dieser Farbstoffentstehung sichergestellt. 

Das Melanomferment hatte keine Wirkung auf Tyrosin (I) 
geäußert, bemerkenswerterweise aber auf das p-Oxyphenyl- 
äthylamin (П), 


OH OH он 
Ё 
Di | Ш | | ш) | | 
NY М | 
CH, CH, CH-OH 
| 
CH NH, CH, NH, CH, : NH(CH,) 
| 
СООН 


welches dem Tyrosin (= p-Oxyphenylaminopropionsäure) nahe- 
steht und das Produkt einer einfachen CO,-Abspaltung aus Tyrosim: 
darstellt. Diese Tatsache verdient besonders hervorgehoben zu. 
werden, da nach späteren Versuchen ganz anderer Art von: 
W. L. Halle!) möglicherweise Adrenalin (III) im Tierkörper aus. 
Tyrosin über die Stufe von p-Oxyphenyl-äthylamin entsteht. 


1) Beiträge z. chem. Physiol. u. Pathol. 8, 276, 1906. 
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Bei dem Sepiaenzym war die Wirkung auf p-Oxyphenyl- 
äthylamin nicht sehr deutlich. Es wurden dann noch einige 
andere im tierischen Organismus vorkommende oder zu ihm 
in Beziehung stehende Substanzen zu dem Tintenfisch-Extrakt 
hinzugefügt, nämlich d-Glucosamin (frei und als salzsaures Salz), 
Pyrrol, 1-Pyrrolidincarbonsäure, Indol, Skatol, Tryptophan, meso- 
Inosit, d-l-Phenylalanin, Furfurol und Furfuralkohol, d. h. solche 
Körper, deren chromophorer Charakter bekannt ist oder die, resp. 
von denen nahestehende Derivate mit der tierischen Pigment- 
bildung irgendwie in Zusammenhang gebracht worden sind. 

Allein bei der Indolaminopropionsäure (Tryptophan) wurde 
eine Einwirkung beobachtet. Das benutzte Material war sicher 
frei von Tyrosin, aber vielleicht mit dem zur Zeit der Ausführung 
der Versuche noch nicht bekannten und erst nachmals von 
Е. Abderhalden und M. Kempe!) entdeckten Oxytryptophan 
verunreinigt. Die eintretende Färbung war von der des Adre- 
nalin- und Tyrosinumwandlungsproduktes verschieden, mehr rot- 
stichig und trat erheblich langsamer auf. Nach Zumischung einer 
minimalen Tyrosinmenge stellte sich die Verfärbung alsbald in 
der für Tyrosin charakteristischen Nuance ein, so daß auch durch 
dieses experimentum crucis ein Tyrosingehalt des angewendeten 
Tryptophans ausgeschlossen werden kann. 

Die Neigung des Tryptophans, in gefärbte Substanzen über- 
zugehen, ist recht ausgesprochen, es sei an die violetten und 
gelben?) Substitutionsprodukte, an die Indigobildung?), an die 
Glyoxalsäuret) und Dimethylaminobenzaldehydfärbung?) usw. er- 
innert. Die Tatsache, daß ,,Туговіпавеп“ einwirken, würde nicht 
mit der Erfahrung im Widerspruch stehen, daß diese Enzyme 
sonst nur auf hydroxylhaltige Gebilde (Phenole) einwirken; denn 
es muß hier auf die bisher meines Wissens nicht betonte und 
für biologische Fragestellungen nicht beachtete Tatsache hinge- 
wiesen werden, daß der im Tryptophan vorhandene Indolkern 


1) E. Abderhalden und М. Kempe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 
207, 1907. 

з) С. Neuberg und N. Popowsky, diese Zeitschr. 2, 357, 1907. 

3) A. Ellinger und М. Gentzen, Beiträge z. chem. Physiol. u. 
Pathol. 4, 171, 1903. 

4) F. G. Hopkins und 8. W. Cole, Journ. of Physiol. 27, 418, 1901. 

s) Е. Rhode, Zeitschr. f. physiol. Chem. 44, 161, 1905. 
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sich in mancher Hinsicht den Phenolen gleich verhalten kann, 
z. B. bei der Tiemann-Reimerschen Reaktion mit Chloroform 
und Kalilauge. Hierbei reagiert sein Pyrrolring!), genau wie im 
freien Pyrrol?) selbst, dessen Alkoholcharakter ebenfalls aus der 
Überführbarkeit in den Pyrrolaldehyd folgt. 

Jedoch kann die Beteiligung von Oxytryptophan, wie be- 
merkt, nicht ausgeschlossen werden. Bemerkenswert ist, daß das 
hydrierte Pyrrolderivat Pyrrolidincarbonsäure keinen Angriff des 
Fermentes erkennen ließ. 


Nachschrift bei der Korrektur. 


Aus dem soeben ausgegebenen Heft der Zeitschr. f. physiol. 
Chem. vom 28. Januar 1908 (54, 331), ersehe ich, daß Emil Ab- 
derhalden und Markus Guggenheim miteinem pflanzlichen 
Enzym, mit der Tyrosinase aus dem Pilz Russula delica, u. a. 
ebenfalls Einwirkung auf Tryptophan erzielt haben; über das 
Verhalten des Pilzfermentes zu Adrenalin sind keine Angaben 
vorhanden. 


1) A. Ellinger, Ber. d. Deutsch. chem. Ges, 39, 2520, 1906. 
2) E. Bamberger und Е. Djerdjan, Ber. d. Deutsch. chem. 
Сев. 33, 536, 1900. 


Beeinflussung von Fermenten durch Kolloide. I. 
Wirkung von anorganischen Kolloiden auf Pepsin. 


Von 
Ludwig Pineussohn. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 12. Januar 1908.) 


Vor einiger Zeit haben Ascoli und Izar?) ihre Erfahrung 
über die Beeinflussung der Leberautolyse durch anorganische 
Kolloide mitgeteilt. Dies war für mich der Anstoß, einen längst 
gehegten Plan auszuführen und die Beeinflussung von fermen- 
tativen Prozessen durch Kolloide einer Prüfung zu unter- 
ziehen. 

Die Resultate, die Ascoli und Izar erhalten hatten, waren 
folgende: Zusatz geringer Mengen von kolloidalem Silber, Gold, 
Platin rief eine erhebliche Beschleunigung der Leberautolyse 
hervor. Auch auf den Stoffwechsel haben nach diesen Autoren 
kolloidales Platin und Silber eine starke Einwirkung. Es resultiert 
eine starke Vermehrung der N-Ausfuhr, die besonders auf Harn- 
säure und Harnstoff zu beziehen ist. 

In ihrer zweiten Arbeit untersuchten Ascoli und Izar?) den 
Einfluß weiterer Kolloide auf die Leberautolyse. Es wurden 
geprüft das positiv geladene Ferrihydroxyd (Fe[OH],), das eine 
erhebliche Aktivierung der Leberautolyse gab. Bei einer ange- 
wandten Menge von 20 g Leberbrei genügten schon Spuren (0,1 mg 
Fe entsprechend) zu einer Anfachung, bei Anwendung großer 
Mengen trat plötzlich ein Umschlag ein: es trat Hemmung auf. 


1) Diese Zeitschr. 5, 394. 
2) Diese Zeitschr. 6, 192. 
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Diese hat mit der sauren Reaktion keine Verbindung. Kolloidales 
Aluminiumhydroxyd (Al,O,,H,,) ebenfalls positiv geladen, zeigte 
gleiches Verhalten wie Eisen. Ähnlich verhielten sich auch negativ 
geladene Lösungen wie Arsentrisulfid, Mangandioxyd. Die 
Ladung hat mit der Sache scheinbar nichts zu tun. 

Etwas abweichend verhielt sich elektrisch hergestelltes 
kolloidales Palladium. Es zeigt in jeder Konzentration eine An- 
fachung der Autolyse. Da die Lösungen nicht sehr konzentriert 
waren (0,025%), lassen es die Autoren dahingestellt, ob bei 
stärkerer Konzentration vielleicht auch hier die Beschleunigung 
einer Hemmung Platz machen würde. 

Es interessierte nachzusehen, ob auch bei andern fermen- 
tativen Prozessen durch Zusatz von Kolloiden ähnliche Verhält- 
nisse geschaffen würden, und zwar lag es am nächsten, das Ver- 
halten der proteolytischen Fermente zu untersuchen. In dieser 
Arbeit soll das Pepsin abgehandelt werden. 

Es sind erfreulicherweise in der letzten Zeit mehrere Methoden 
ausgearbeitet worden, die eine so gute Bestimmung des Pepsins 
ermöglichen, daß man sie auch für wissenschaftliche Unter- 
suchungen anwenden und so die leidigen Kjeldahlbestimmungen 
entbehren kann. Es sind dies die Methoden von Fuld!) und von 
Jacoby?), beides Reihenversuche, auf ähnlichen Prinzipien be- 
ruhend. Ich habe besonders mit der Fuldschen Methode gute 
Erfahrungen gemacht und sie auch für diese Untersuchungen 
angewandt. Sie zeigte sich mir als zweckmäßig, und wie konstante 
Kontrollen ergaben, als zuverlässig und einwandsfrei. Ich will 
das Verfahren, wie ich es für meine Versuche, in Kleinigkeiten 
modifiziert anwandte, kurz beschreiben: 

Die zu verdauende Edestinlösung (Edestin ist ein krystalli- 
siertes, verhältnismäßig reines Pflanzeneiweiß) wurde hergestellt 
durch Lösung von 0,1 р Edestin іп 100 "/,,-Salzsäure; sie läßt 
sich durch Verreiben des Edestins in wenig Flüssigkeit und Zufügen 
des Restes leicht herstellen. Um ein übriges zu tun, kann man 
die Lösung noch erwärmen und filtrieren, was sich aber im all- 
gemeinen erübrigt. Die Lösung ist unter Toluol im Eisschrank 
längere Zeit haltbar. 


1) Diese Zeitschr. 6, 473—501. 
2) Arb. aus d Patholog. Institut zu Berlin 1906, 655. 
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Das von mir benutzte Pepsin war reiner Magensaft vom 
Hund mit Pawlowschem Blindsack, der mit Di HO auf das 
20—100fache verdünnt wurde. 

Die Prüfungen wurden nun so hergestellt, daß für jeden Einzel- 
versuch sechs Röhrchen mit је 0,5 ccm der zu prüfenden Kolloid- 
lösung (bei den entsprechenden Kontrollen 0,5 ccm destilliertes 
Wasser) und dann mit steigenden Mengen verdünnten Magensaftes 
von 0,1—1 eem beschickt wurden. Entsprechend einem Vor- 
schlag von Fuld!) ging ich bei dieser Reihe in geometrischer 
Progression vor. Die sechsgliedrige Reihe war demnach: 


0,1 0,40 
0,16 0,63 
0,25 1,0 


Nach kurzer Digestion wurden jedem Röhrchen 2 ccm der 
beschriebenen Edestinlösung zugefügt. 

Das Gemisch blieb !/,—2 Stunden je nach dem Versuch bei 
Zimmertemperatur stehen, worauf geprüft wurde, in welchem 
Röhrchen die Verdauung bereits beendet war. Das geschah durch 
Zufügen von 0,5 ccm gesättigter Kochsalzlösung zu jedem Reagens- 
glas. In den unverdauten Portionen entsteht durch NaCl-Zusatz 
eine mehr oder minder deutliche Trübung, dagegen tritt solche bei 
den verdauten Portionen nicht mehr auf, da die Albumose des 
Edestans (salzsauren Edestins) in Kochsalz löslich ist. Es ist 
wesentlich, die Menge des zugesetzten Kochsalzes möglichst 
gleich zu halten, da sich sonst die Grenzen verschieben können. 

Untersucht wurden folgende Kolloide, die mir von der 
Chemischen Fabrik von Heyden, A.-G., Radebeul-Dresden, 
freundlichst überlassen wurden. 


A. Chemisch dargestellte Kolloide. 
1. Kolloidales Silber (Kollargol): 


Gehalt an metallischem Silber . . 87% 

Schutzkolloid . . . 2.2.2.2... 13% 
2. Kolloidales Selen: 

Gehalt an Selen. ........ 70% 

Schutzkolloid . . . . 22.2... 30% 


1) Klin.-therap. Wochenschr. 1907, Nr. 11. 
26* 


390 L. Pincussohn: 


3. Kolloidales Gold: 


Metallgehalt .......... 80% 

Schutzkolloid . . . . 2.2.2... 20% 
4. Kolloidales Kupfer: 

Kupfergehalt . . . .. 2.2.2... 13,5%, 

Schutzkolloid . . . . . 2.2... 86,5%, 
5. Kolloidales Wismut: 

Gehalt an Wismut. ....... 29%, 

Schutzkolloid . . . 2... 2.2.2... 71% 
6. Kolloidales Quecksilber (Hygrol): | 

Metallgehalt .......... 75% 

Schutzkolloid . . . . . 2.2.2... 25% 
7. Kolloidales Arsen: 

Arsengehalt . . . . .. 222.0. 20% 

Schutzkolloid . . . . 2.2... 80% 


B. Elektrisch hergestellte Kolloide ohne Schutzkolloid. 
1. Argoferment, kolloidale Silberlösung: 


а E 0,02% 

E ee ату. a en er ы e A 0,15% 
2. Kolloidales Gold: 

Au-Gehalt ........... 1,5%% 
3. Kolloides Platin: 

Pt-Gebalt. . . . : . 2 2 22 0.. 1,0%/ 0 


H, 


. Kolloidales Quecksilber 


. Kolloidales Wismut: 
Metallgehalt са. . . ....... 0,19. 


© 


С. Ferrum dialysatum (Kahlbaum) 
(Kolloidales Eisenhydroxyd.) 

Als Schutzkolloid dient für die unter A. genannten Präparate 
Eiweiß, mit Ausnahme des kolloidalen Quecksilbers, das kolloidale 
Zinnsäure als Schutzkolloid besitzt. 

Ich lasse nun die Versuche, nach der oben beschriebenen 
Anordnung ausgeführt, folgen, wobei die Verdünnungen der 
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kolloidalen Metalle, in destilliertem Wasser hergestellt, sich stets 
für den Metallgehalt berechnen, für Fe(OH), dagegen für das 
Gesamtgewicht. 

Die Verdünnung bezieht sich stets auf die 0,5 com der zu- 
gesetzten Lösung, sie beträgt für die Gesamtflüssigkeit demnach 
ungefähr das 6fache. i 


A. Chemisch dargestellte Kolloide. 
Versuch I. 
Kolloidales Gold, Au-Gehalt 80%. 
0,5 ccm Kolloidlösung + (0,1—1,0) Magensaft + 2 Edestin. 


Verdünnung 
Lage 1,0 Magensaft verdaut, 0,63 nicht verdaut. 
WË 1,0 S e 0,63 „ т 
1/10 ооо 1,0 d „ 0,63 39 nn 
1/22000 0,63 „ o 0,40 ,, = 
Kontrolle: 
0,5 Wasser 0,63 ,, = 0,40 


ээ 39 


Bei geringer Verdünnung hat das kolloidale Gold schädigende 
Wirkung, bei größerer ist es neutral. Begünstigung findet in 
keinem Falle statt. 


Versuch H. 
Kolloidales Wismut, Bi-Gehalt 299,. 
0,5 ccm Kolloidlösung + (0,1—1,0) Magensaft + 2,0 Edestin. 
Verdünnung 
Jang nichts verdaut, ausgeflockt. 


Laag з e nicht geflockt. 
1/ 10 000 ›› d » „ 
Jan ооо 10 + 0,63 — 
Kontrolle: 
0,5 Wasser 0,63 + 0,40 — 


Stark schädigende Wirkung, die bei geringer Konzentration 
etwas abnimmt. 
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Versuch ПІ. 


Hygrol, kolloidales Quecksilber, Hg 75%. 
Gleiche Versuchsanordnung. 


Lag nichts verdaut, ausgeflockt. 
15% 10 + 0,63 — 
о 10 + 0,63 — 
аю 0,63 + 0,40 — 
Kontrolle: 
0,5 Wasser 0,63 + 0,40 


Das gleiche Bild wie bei kolloidalem Gold. Bei sehr starker 
Verdünnung ist die hemmende Wirkung aufgehoben, ohne jedoch 
einer fördernden Platz zu machen. 

Zu berücksichtigen ist, daß Hygrol keinen - Eiweißstoff 
enthält. | 


Versuch IV. 
Kolloidales Selen mit 70% Se. 

Verdünnung 

1 oo nichts verdaut. 

1 ооо „ „ 

I 0000 — 10 + 0,63 fast + 0,4 — 

100 0,63 +. 0,4 — 

Yo 063+ 0,4 bett 0,25 — 

Kontrolle: 

0,5 Wasser 04 + 0,25 — 


Stets schädigende Wirkung, abnehmend mit der Konzen- 
tration. | * 

Ein weiterer mit Selen ausgeführter Versuch sollte zeigen, 
wann bei entsprechender Verdünnung eine Grenze erreicht wird, 
wo eine Schädigung nicht mehr eintritt, oder ob vielleicht bei 
sehr schwacher Konzentration doch die von Ascoli und Izar 
stets beobachtete Anfachung erscheint. 


Versuch У, 


Kolloidales Selen. 
Verdünnung 
1/5000 nichts verdaut. 
1/10000 29 „э 
1/30000 A 9 
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1 о ооо 1,0 fast + 0,63 — 
"agang 1,0 + 0,63 — 
1066 1,0+ 0,63 — 
Kontrolle: 
0,5 Wasser 1,0+ 0,63 — 


Es zeigt sich also, daß erst bei einer Verdünnung von 1/,, 009» 
entsprechend einem Se-Gehalt von ca. 0,000004 g, eine ame 
nicht mehr stattfindet. Beförderung tritt nicht auf. 


Versuch VI. 
Kolloidales Kupfer mit 13,5%, Cu 
Verdünnung 
| 1/ оо nichts verdaut. 
1/10000 ,, nn 
1/30000 9 TT 
WË 1,0 + 0,63 — 
Kontrolle: 
0,5 Wasser 0,4 + 0,25 — 


Die Hemmung ist bei dem große Mengen Schutzeiweiß ent- 
haltenden Präparat besonders intensiv, wobei ein Teil des Pepsins 
wohl sicher durch dieses Protein gebunden sein dürfte. Daß aber 
zwischen dem Schutzeiweiß und dem Edestin eine Verteilung des . 
Pepsins stattfindet, die das Resultat der Edestinmethode zu 
fälschen imstande ist, ist nicht zu befürchten. Die in einem Röhr- 
chen enthaltene Menge Schutzeiweiß beträgt bei der Verdünnung 
1/60000 < 0,00005 g, bei Verdünnung 1/39 gon са. 0,00003 g, während 
die in 2 cem Lösung enthaltene Edestinmenge 0,002 g, also das 
60—130fache beträgt. 


Versuch УП. 
Kolloidales Arsen mit 20%, As 
Verdünnung 
1/5000 
1/0000? nichts verdaut. 
1/30000 
Kontrolle: 
0,5 Wasser 0,4 + 0,25 — 
Das Resultat ist dem des Kupfers identisch, auch hier ist 
der Gehalt an Schutzkolloid besonders groß. 
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Versuch VIII. 


Kollargol, kolloidales Silber, Ag-Gehalt 87%. 
Verdünnung 


Lage  geflockt, nichts verdaut. 
1/0000 1,0 fast + 0,63 — 
1/30000 0,63 + 0,40 — 
1/000 0,63 + 0,40 — 
Kontrolle: 
0,5 Wasser 0,40 + 0,25 — 


Auch dieses Resultat reiht sich den vorigen gleichsinnig an. 


B. Elektrisch dargestellte Kollordlösungen ohne Schutzkolloid. 
Versuch IX. 


Argoferment, 0,02%, Ag. 
0,5 + (0,1—1,0) Magensaft + 2 Edestin. 


Verdünnung 
1 / ооо (Originallösung) 0,63 + 0,4 — 
"/10000 0,63 + 0,4 — 
Tag geg 0,63 + 0,4 — 
1/ у 0од 0,40 + 0,25 — 
Kontrolle: 
0,5 Wasser 0,40 + 0,25 — 


Die Hemmung tritt also auch hier ein, sie ist schwächer als 
für Kollargol. Während Argoferment schon bei einer Verdünnung 
von 1/60 соо indifferent ist, hemmt Kollargol in dieser Konzentration 
noch die Pepsinwirkung. 


Versuch X. 
Argoferment, Ag-Gehalt 1,59%. 

0,5 der Stammlösung + (0,1—1,0) Magensaft + 2 Edestin. 

Scheinbar nichts verdaut, durch dunkle Färbung Kontrolle 
etwas erschwert. Es traten Flockungen auf, die bei 0,1 und 
0,16 Magensaft sehr deutliche schwarze Fällungen bilden, die nach 
oben hin abnehmen. 
Kontrolle: 

0,5 Wasser 1,0 + 

In der höheren Konzentration ist also die Hemmung noch 

ausgeprägter. 


0,63 fast + 0,40 — 
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Versuch XI. 


Quecksilber und Wismut. 
0,5 Originallösung + (0,1—1,0) Magensaft + 2 Edestin. 


Hg 10+ 0,63 — 
| Bi 1,0 + 0,63 — 
Kontrolle: 
0,5 Wasser 1,0 + 0,63 fast + 0,4 — 


Schwache Hemmung findet auch hier statt. 


Versuch ХП. 
Kolloidales Gold, 0,15%. 

Verdünnung 
са. 1/,о (Originallösung) 1,0 + 0,63 — 
U 200 10 + 0,63 — 
1 воо 0,63 + 0,40 — 
1/6900 0,68 + 0,40 — 
1] 0000 0,63 + 0,40 — 
SE 0,63 + 0,40 — 
түк 0,63 + 0,40 — 

Kontrolle: 

0,5 Wasser 0,63 + 0,40 — 


Die Hemmung macht schon bei verhältnismäßig hoher 
Konzentration einer Indifferenz Platz. Nie Förderung der 
Fermentwirkung. Das gleiche findet sich bei Platin. 


Versuch XIII. 
Kolloidales Platin, 0,1%. 
Verdünnung 
1 000 10 + 0,83 — 
Yo 9,68 + 0,40 — 
1/000 9688 + 0,40 — 
Laang 0,83 + 0,40 — 
1/1600 0,63 + 0,40 — 
oo 0,63 + 0,40 — 
Ion 0,63 + 0,40 — 
Kontrolle 


0,5 Wasser 0,63 + 0,40 — 
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C. Ferrum dialysatum (Kahlbaum). 
Versuch XIV. 
Kolloidales Eisenhydroxyd. 


Lann alles geflockt. 
U/ 0000 zum Teil geflockt, nichts verdaut. 


„кте 10 + 0,68 — 

1/ оодо 0,63 + 0,40 — 
Kontrolle: 

0,5 Wasser 0,40 + 0,25 — 


Eine Menge von Eisenhydroxyd, entsprechend einem Eisen- 
gehalt von 0,0000042 g Fe, übt also noch hemmende Wirkung aus. 
Freilich sind die hier angewandten Eiweißmengen außerordentlich 
gering, die Angabe ist daher nicht direkt mit Ascolis Resultat 
zu vergleichen, der durch 0,0001 g Fe als Fe(OH), noch Anfachung 
der Autolyse erhielt. 

Aus allen diesen Versuchen ergibt sich, daß die Hemmung 
besonders stark bei Fe(OH), und bei den schutzkolloidhaltigen 
Metallen ausgeprägt ist. Für diese Präparate dürfte sie zudem 
noch zum Teil auf das Schutzkolloid selbst zurückzuführen sein. 
Jedenfalls findet sich die Hemmung aber auch bei den Kol- 
loiden ohne Schutzeiweiß. Mit fallender Konzentration nimmt 
die Hemmung ab, schlägt aber nie in eine Begünstigung um. 

Absorption der Salzsäure durch die kolloidalen Lösungen 
findet nicht statt, so daß die verschlechterte Verdauung hieraus 
nicht erklärt werden kann; es dürften also wohl Umhüllungs- 
erscheinungen auftreten, welche die Angriffsfähigkeit des Fer- 
mentes verhindern bzw. mindern. 

Weiter wurde noch geprüft, ob die Länge der Verdauungszeit 
einen Einfluß auf die Hemmungswirkung des Kolloids hat. Die 
Frage mußte verneint werden nach dem Ausfall des folgenden 
Versuches. 


Versuch XV. 
Es wurden viermal folgende Ansätze gemacht: 


a) Sechs Gläser mit je 0,5 ccm kolloidaler Eisenlösung !/,, 000 
+ (0,1—1,0) verdünntem Magensaft, 
+ je 2ccm Edestinlösung. 
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b) Sechs Gläser mit je 0,5 ccm Wasser 
. + (0,1—1,0) Magensaft, 
+ je 2 cem Edestin, 
und nach 1/,, 1, 11/, und 2 Stunden in je einem Kolloid- und einem 
Wasserröhrchen die Verdauungsgrenze bestimmt. 
Es fand sich 
nach !/, Stunde: 
&) Kolloidröhrchen nichts verdaut, 
b) Wasserröhrchen nichts verdaut; 
nach 1 Stunde: | 
а) Kolloidröhrchen lim + 1,0, 
lim — 0,63, 
b) Wasserröhrchen lim + 0,63, 
lim — 0,40; 
nach 1!/, Stunden: 
a) Kolloidröhrchen lim + 1,0, 


| lim — 0,63, 
b) Wasserröhrchen lim + 0,63, 
lim — 0,40; 


nach 2 Stunden: 
а) Kolloidröhrchen lim + 1,0, fast + 0,63, 


lim — 0,40, 
b) Wasserröhrchen lim + 0,63, fast + 0,4, 
lim — 0,25. 


Endlich war noch zu sehen, ob die Reihenfolge, in welcher 
das Kolloid zugesetzt wird, etwas ausmachte. In den bisher be- 
schriebenen Versuchen wurde stets Kolloidlösung zum Magensaft 
saft gesetzt und nach kurzer Digestion die Edestinlösung zugefügt. 

Bei vergleichenden Versuchen unter Benutzung von ver- 
dünnter kolloidaler Eisenlösung | 

а) [Kolloidlösung + Magensaft] + Edestin, 

b) [Magensaft + Edestin] + Kolloid, 

c) Magensaft + [Edestin + Kolloid] 


wurden Unterschiede nicht gefunden. 
Nachfolgend noch ein Protokoll eines ähnlichen Versuches, 
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Versuch ХУ]. 
Verdünntes Eisenhydroxyd, kolloidal. 
a) 0,5 Kolloidlösung + (0,1—1,0 Magensaft) in zehngliedriger 
Reihe mit den Abstufungen: 


0,1 0,36 
0,13 0,46 
0,17 0,60 
0,22 0,77 
0,28 1,0 


+ 2 Edestin (stets benutzte Anordnung); 

b) (0,1—1,0) Magensaft (zebnghedrigs Reihe) + 2 Edestin, 
sodann 0,5 Kolloidlösung zugefügt. 

1 Stunde verdaut. 

Es war für 
а) lim + 0,77, 
lim — 0,60; 
b) lim + 0,77, 
lim — 0,60; 
Kontrolle mit 0,5 Wasser lim + 0,46, 
lim — 0,36. 

Die Hemmung gegen Wasser ist also in beiden Fällen vor- 
handen. Untereinander besteht trotz der verschiedenen Anordnung 
kein Unterschied. 

Ich fasse die Ergebnisse meiner Untersuchungen zusammen: 

Die Pepsinverdauung wird durch die untersuchten Kolloide in 
keinem Falle gefördert. Sie wird am wenigsten beeinflußt durch die 
elektrisch dargestellten reinen Metallkolloide, stärker durch Eisen- 
hydroxyd, wie die chemisch dargestellten mit Eiweiß als Schutz- 
kolloid versehenen Metalle. 

Die Hemmung ist am stärksten bei hohen Konzentrationen, 
bei Verdünnung strebt sie einem Grenzwert zu, jenseits desselben 
der Zusatz des Kolloids indifferent ist. Es ergibt sich also ein 
prinzipieller Unterschied gegen die autolytischen Fermente, deren 
Fähigkeit nach den Untersuchungen von Ascoli und Izar 
durch Kolloide verstärkt wird. 

Die Hemmung ist unabhängig von der Dauer der Verdauung, 
auch von der Reihenfolge, in der man das Kolloid zufügt. 

Mit weiteren Versuchen über die Einwirkung der Kolloide 
bin ich beschäftigt und hoffe bald darüber berichten zu können. 


Zur Kenntnis der Leucinfraktion des Eiweißes. 


Von 
Felix Ehrlich und Adolf Wendel!). 


(Aus dem Institut für Zuckerindustrie, Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1908.) 


Die folgenden Untersuchungen, die eine Fortsetzung der 
Studien des einen von uns?) bilden, bezwecken, einige Beiträge 
zur Kenntnis der sogenannten „Leucinfraktion‘“ pflanzlicher und 
tierischer Proteine zu liefern, d. h. derjenigen Aminosäuren, die 
sich aus Lösungen von hydrolysiertem Eiweiß gewöhnlich neben 
Tyrosin und Cystin beim Eindampfen krystallinisch abscheiden 
oder zwischen bestimmten Siedepunkten nach der jetzt allgemein 
gebräuchlichen Fischerschen Estermethode fast stets zusammen 
gewonnen werden. Es sind dies das l-Leucin, das d-Isoleucin und 
das d-Valin. Diese Eiweißspaltungsprodukte haben namentlich 
durch die mannigfachen Umwandlungen, denen sie im Stoff- 
wechsel der Pflanzen und Tiere unterliegen, in den letzten Jahren 
allgemeines Interesse erregt. 

So weit verbreitet sie indes in der Natur vorkommen, und 
so eingehende chemische Bearbeitung sie schon erfahren haben, 
so ungemein schwierig gestaltet sich die Reindarstellung der 
einzelnen Glieder dieser Gruppe aus natürlichen Produkten. Das 
gilt vor allem für das am längsten bekannte eigentliche l-Leucin 
selbst, von dem es bisher nicht möglich war, aus Eiweißstoffen 
Präparate von vollkommen gleich starker optischer Aktivität 
zu erhalten, wie sie sich durch chemische oder biologische Spaltung 
aus dem synthetischen Racemkörper leicht gewinnen lassen. 


1) A. Wendel, Inaug.-Diss., Rostock 1908. 
2) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 1809, 1904; 40, 
2538, 1907. 
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Offenbar war auch das reinste bisher aus Proteinen dargestellte 
Leucin nicht frei von der Racemverbindung oder von beigemengten 
isomeren oder homologen Aminosäuren, so daß sich auch die 
Frage nach seiner wirklichen Drehung bis heute nicht sicher 
entscheiden Defi), Ähnliche Schwierigkeiten, die in der Fähigkeit 
der Aminosäuren dieser Gruppe untereinander fast untrennbare 
Mischkrystalle zu bilden begründet sind, machen die Reingewin- 
nung von aktivem Isoleucin und Valin aus Eiweiß ebenfalls zu 
einem höchst mühevollen Unternehmen. 

In der vorliegenden Arbeit wird nun zunächst eine Methode 
beschrieben, mit deren Hilfe es verhältnismäßig leicht gelingt, 
aus Casein, Ovalbumin und Hefe ein optisch-aktives Leucin zu 
isolieren, das in allen seinen Eigenschaften und besonders auch 
in seinem spezifischen Drehungsvermögen mit dem früher synthe- 
tisch erhaltenen l-Leucin vollkommen übereinstimmt. Damit 
ist die Reingewinnung des seit fast einem Jahrhundert bekannten 
Leucins in seiner ursprünglichen optisch-aktiven Form aus natür- 
lichen Stoffen zum ersten Male vollständig durchgeführt und 
zugleich auch die Frage nach seiner eigentlichen Drehungsgröße 
definitiv gelöst. Es unterliegt keinem Zweifel, daß die angegebene 
Darstellungsmethode für das reine l-Leucin auf Eiweißstoffe und 
andere Naturprodukte allgemein anwendbar ist. 
= Von den übrigen Aminosäuren der Leucinfraktion des Ei- 
weißes erscheint das erst vor kurzer Zeit entdeckte Isoleucin, 
das bisher stets neben dem Leucin gefunden wurde, besonders 
interessant, da es die Muttersubstanz einer ganzen Reihe wichtiger 
optisch-aktiver natürlich vorkommender Verbindungen bildet?). 
Die völlige Reindarstellung dieser Aminosäure aus Stoffen natür- 
licher Herkunft ist bisher auch nur in einem einzigen Falle?), 
nämlich aus der Rübenmelasse, möglich gewesen, während sonst 
nach der üblichen Isolierungsmethode über die methylalkohol- 
löslichen Kupfersalze, wie schon vorläufig an anderer Stelle?) 
mitgeteilt ist und wie die nachstehenden Untersuchungen aus- 
führlich zeigen, aus Eiweißstoffen immer nur Gemische von 
d-Isoleucin und d-Valin zu gewinnen sind. Solche in den Mengen- 


1) Е. Fischer und Warburg, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 38, 
4005, 1905. 

2) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 2547, 1907. 

3) F. Ehrlich |. c. 
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verhältnissen der beiden Aminosäuren stark wechselnde Mischun- 
gen von Isoleucin und Valin, die durch keine Art der Fraktionierung 
weiter zu trennen waren, ließen sich im folgenden aus Casein, 
Ovalbumin, Schwamm, Horn und Hefe darstellen. Durch Um- 
wandlung der freien Aminosäuren in die racemische resp. stereo- 
isomere Verbindung und durch Abscheidung des schwerer lös- 
lichen racemischen Valinkupfers gelang dann weiterhin in zwei 
Fällen, beim Casein und bei der Hefe, die Aufspaltung des Ge- 
misches beider Aminosäuren, die jede für sich in fast analysen- 
reiner Form gewonnen wurden. Um über die wirklichen Drehungs- 
verhältnisse der ursprünglichen Aminosäuren einige Anhalts- 
punkte zu erhalten, wurde schließlich noch eine Hefespaltung 
beider Teile des Gemisches vorgenommen, die beim Valin zur 
Darstellung des optischen Antipoden der natürlich vorkommen- 
den Verbindung, des I-Valins, beim Isoleucin zur Isolierung seines 
Stereoisomeren, des d-Allo-Isoleucins, von annähernd den 
Drehungsgrößen, wie sie früher beobachtet waren, führte. 
Wenn auch die hier beschriebenen Trennungsmethoden im 
wesentlichen nur qualitative sein können und in mancher Hinsicht 
verbesserungsbedürftig erscheinen, so zeigen sie doch einen Weg 
an, auf dem man vielleicht einmal eine quantitative Aufspaltung 
der Aminosäuren der Leucingruppe wird erreichen können. Es 
wäre sehr wünschenswert, daß derartige Untersuchungen von den 
verschiedensten Seiten aus in größerem Maßstabe unternommen 
und unter den pflanzlichen Eiweißkörpern besonders auf die 
Proteine der Mikroorganismen, wie die verschiedenen Heferassen, 
Pilze, Bakterien usw. ausgedehnt werden, damit man hier einen 
Überblick darüber bekommt, in welchen Mengenverhältnissen die 
betreffenden Aminosäuren in ihrer Leibessubstanz enthalten sind, 
und Rückschlüsse daraus ziehen kann, welche Umsetzungs- 
produkte, Alkohole, Fuselöle, Säuren usw. die niederen Lebe- 
wesen durch Abbau der Aminosäuren ihrer eigenen Eiweißsub- 
stanzen zu bilden imstande sind!). 
Schließlich sei noch erwähnt, daß in Bestätigung früher 
erhaltener Resultate bei Untersuchung der Leucingruppe neben 
Leucin immer nur Isoleucin und kein weiteres Isomeres des Leucins 


ı) F. Ehrlich, Untersuchungen über Fuselölbildung, Zeitschr. d. 


Vereins d. Deutsch. Zuckerind. 55, 539, 1905; diese Zeitschr. 1, 8 u. 2, 52, 
1906; Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 4072, 1906; 40, 1027, 1907. 
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gefunden wurde. Daß mit größter Wahrscheinlichkeit nur diese 
beiden Aminosäuren mit sechs Kohlenstoffatomen in der Natur 
existieren, geht ja auch schon daraus hervor, daß man bei der 
peinlichsten Untersuchung von Fuselölen der verschiedensten 
Herkunft immer nur die dem Leucin und Isoleucin entsprechenden 


Alkohole, den inaktiven Isoamylalkohol om „CH - CH, - CH,OH 


Lei 
und den aktiven d-Amylalkohol = „CH - CHOH, isolieren 
5 
konnte. Eine andere Frage, die bisher nicht zu entscheiden war, 
ist die, ob nicht etwa im Eiweiß neben dem Valin, der x-Amino- 


Li 
Iso-Valeriansäure von der Formel CH -CHNH, -CO,H, eine 
з 


Aminosäure von gleicher Kohlenstoffzahl und analoger Konstitu- 
tion wie das Isoleucin vorkommt, nämlich das Isovalin von der 

+ 
oH ONE, -CO,H. Auch durch die nachstehenden 
Untersuchungen hat sich für diese Annahme kein Beweis er- 
bringen lassen. Da die fragliche Aminosäure indes äußerst leicht 
löslich ist und sich sehr leicht racemisiert, so ist die Möglichkeit 
nicht von der Hand zu weisen, daß sie vielleicht in den Proteinen 
vorhanden und nur infolge ihrer Eigenschaften der Forschung 
bis jetzt entgangen ist!). 


Reindarstellung von l-Leucin aus Eiweiß. 

Vor der Entdeckung des Isoleucins nahm man allgemein an, 
daß das reinste Leucin aus Eiweiß bisher von Schulze und 
seinen Mitarbeitern aus pflanzlichem und von Mauthner aus 
tierischem Eiweiß dargestellt sei; allerdings zeigten sich auch 
bei ihren Präparaten sehr beträchtliche Unterschiede besonders 
in der Drehung, die aber von diesen Autoren hauptsächlich auf 
geringe Änderungen in der Konzentration der zur Lösung be- 
nutzten Salzsäure zurückgeführt wurden. 

So fanden Schulze und Boßhard?) und Schulze und 
Likiernik°®) in ziemlicher Übereinstimmung mit Mauthner’), 

1) Vgl. die folgende Mitteilung уоп Е. Ehrlich. 

2) E. Schulze und Boßhard, Zeitschr. f. physiol. Chem. 9, 100, 1888. 

з) Е. Schulze und Likiernik, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 26, 


56, 1893. 
4) Zeitschr. f. physiol. Chem. 7, 222, 1883. 
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der für Leucin aus Casein [%Jp =+17,5° in 10рго2. Salz- 
säure beobachtet hatte, für das Leucin aus Conglutin in 
19—20 proz. Salzsäure [%]p=+17,3°, und späterhin Е. Schulze 
und Winterstein!) für ein Leucinpräparat aus Vicia Sativa in 
24 proz. Salzsäure [x]p=+18,9°. Demgegenüber zeigte ein neuer- 
dings von E. Schulze aus Eiweißkörpern gewonnenes und sorg- 
fältig gereinigtes Leucin nach den übereinstimmenden Beobach- 
tungen von E. Schulze und E. Fischer?) eine spezifische Dre- 
hung von [a] = + 16,9° in 20 proz. Salzsäure. 

Diese Differenzen veranlaßten bereits E. Fischer Zweifel 
darüber auszusprechen, ob die bisher erhaltenen Leucinpräparate 
aus Eiweiß wirklich die Garantie absoluter Reinheit besitzen, 
zumal es ihm bei der Spaltung des racemischen Leucins über 
die Benzoylverbindungen®) ebenso wie später über die Formyl- 
verbindungen $) immer nur gelungen war, ein aktives Leucin 
von dem im Durchschnitt viel niedrigeren Drehungsvermögen 
[x] = +15,6° zu erhalten. Da es sich hier immerhin noch um 
eine Beimengung von Racemkörper handeln konnte, so mußte 
die Frage nach der wirklichen Drehung des reinen aktiven Leucins 
vorläufig unentschieden bleiben. 

Die Arbeiten über das Isoleucind) zeigten dann deutlich, 
daß nach den bisherigen Verfahren eine Reindarstellung des 
Leucins aus Eiweiß überhaupt nicht möglich ist, da man weder 
durch fraktionierte Krystallisation der freien Aminosäure noch 
des Kupfersalzes trotz seiner Schwerlöslichkeit eine vollständige 
Abtrennung des Leucins vom Isoleucin durchführen kann. Das 
gleiche gilt offenbar für die Reinigung des I-Leucins vom d-Valin, 
das, wie aus den Arbeiten von Е. Fischer®) und Е. Schulze und 
Winterstein?) hervorgeht, ebenfalls in hohem Grade befähigt 
ist, sowohl mit dem l-Leucin wie mit dem d-Isoleucin durch Um- 
lösen untrennbare Mischkrystalle zu bilden. 


1) E. Schulze und Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 35, 306. 

2) Е. Fischer und Warburg, Ber. d. Deutsch. сһеш. Ges. 38, 4003, 
1905. 

з) Е. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 33, 2370, 1900. 

4) E. Fischer und Warburg, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 38, 
3997, 1905. 

5) F. Ehrlich, Ber.d. Deutsch. chem. Gen D. 1809, 1904; 40, 2538, 1907. 

в) E. Fischer und Dörpinghaus, Zeitschr. f. physiol. Chem. 36, 469. 

7) Zeitschr. f. physiol. Chem. 45, 38, 1905. 
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Indes ist schon gelegentlich der Untersuchungen des Leucins 
aus Melasseschlempe der Weg angedeutet worden, der es ermög- 
licht, die Entmischung der beobachteten molekularen Verbindungen 
zwischen Leucin, Isoleucin und Valin vorzunehmen. In diesem 
Falle!) ließ sich nämlich ein isoleucinfreies Leucin in der Weise 
erhalten, daß die freien Aminosäuren zunächst in die Kupfersalze 
verwandelt und diese erschöpfend mit Methylalkohol extrahiert 
wurden. Hierbei wird ein großer Teil Isoleucin vom Leucin ab- 
getrennt. Es hinterbleibt aber ein sowohl in Wasser wie in Alko- 
hol unlösliches Gemisch von viel Leucinkupfer und wenig Iso- 
leucinkupfer, aus dem auch bei noch so langem Kochen mit 
Wasser, Methyl- oder Äthylalkohol das Isoleucinkupfer nicht zu 
‘extrahieren ist. Ein weiterer Teil Isoleucinkupfer war dann 
wieder aus diesem Gemisch abzuscheiden, nachdem die Kupfer- 
salze mit Schwefelwasserstoff zersetzt, die Lösung der Amino- 
säuren wieder in die Kupfersalze verwandelt waren und diese 
von neuem mit Methylalkohol behandelt wurden. Erst nachdem 
dieser Prozeß drei- bis viermal fortgesetzt wurde, gelang es 
sukzessive die Entmischung der beiden Aminosäuren vorzunehmen 
und isoleucinfreies Leucin zu gewinnen. Da in der Melasseschlempe 
von vornherein ein Gemenge von racemischem und aktivem 
Leucin vorliegt, so war es erklärlich, daß sich auf diesem Wege 
nur ein partiell racemisiertes Leucin gewinnen ließ, dessen Dre- 
hungswerte auf die wirkliche Drehung des Leucins aus Eiweiß der 
Rübe keinen Rückschluß gestattete. 

Im folgenden wurde versucht, die früher von Е. Ehrlich 
angegebene Methode auf die bei der Hydrolyse verschiedener 
Eiweißstoffe erhaltenen Leucinpräparate zu übertragen. Man 
gelangt dabei in der Tat zu einem Leucin, dessen Drehung in 
wässeriger und salzsaurer Lösung vollkommen mit dem aus 
synthetischem Leucin mittels Hefespaltung erhaltenen?) überein- 
stimmt. Auch im übrigen decken sich seine Eigenschaften mit 
denen des optisch-aktiven Leucins, das früher von Fischer?) 
über die Benzoyl-, von Fischer und Warburg*) über die Formyl- 


ı) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 1835, 1904. 
з) К. Ehrlich, Diese Zeitschr. 1, 8, 1906. 

3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 33, 2370, 1900. 

4) Ber. а. Deutsch. chem. Ges. 38, 3997, 1905. 
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verbindungen, und ferner von Fischer!) bei der Verfütterung 
von racemischem Leucin an ein Kaninchen gewonnen ist, so 
daß an der Identität aller dieser Präparate nicht mehr zu 
zweifeln sein dürfte. 

Mit der im folgenden beschriebenen Isolierung von Leucin aus 
Ovalbumin, Casein und Hefeeiweiß kann also die Reindarstellung 
der im Jahre 1818 entdeckten Aminosäuren aus natürlichen 
Stoffen in ihrer ursprünglichen aktiven Form zum ersten- 
mal als gelungen gelten. 

Wie die Versuche zeigen, war die Ausbeute an reinem ]-Leuoin 
stets relativ sehr gering und betrug höchstens 29, des betreffenden 
Eiweißstoffes.. Wenn hierbei entsprechend der Komplkiziertheit des 
Verfahrens sicher auch mechanische Verluste eine Rolle gespielt 
haben, so läßt sich doch jetzt schon so viel sagen, daß die früheren 
Schätzungen über den Gehalt der natürlichen Proteine an eigent- 
lichem Leucin bedeutend zu hoch gegriffen waren?). 


l-Leuein aus Ovalbumin, 


In eine kochende Mischung von 750 g konzentrierter Schwefel- 
säure und 1!/, 1 Wasser wurden portionsweise 250 g Ovalbumin 
(Kahlbaum - Berlin) eingetragen und das Ganze am Rückfluß- 
kühler 20 Stunden im Sieden erhalten®). Die resultierende tief- 
dunkelbraune Lösung wurde nach Verdünnen mit ungefähr 2 1 
Wasser zur Entfernung der Schwefelsäure mit etwas weniger als 
der berechneten Menge festem Barythydrat unter starkem Rühren 
versetzt, das ausgefällte Bariumsulfat nach längerem Stehen ab- 
gesaugt und wiederholt gründlich mit heißem Wasser zur Ent- 
fernung der anhaftenden Lösung ausgewaschen. Aus der ab- 
‚gesaugten Lösung wurde die Schwefelsäure genau ausgefällt und 
dann das Filtrat in großen Porzellanschalen zunächst bis zur Aus- 
scheidung des Tyrosins eingedampft. Nach dem Erkalten wurde 


1) Nach den Versuchsbedingungen von Wohlgemuth (Ber. d. 
Deutsch. chem. Ges. 38, 2064, 1905). Wohlgemuth selbst macht über 
(die Herkunft und die spezifische Drehung seines Leucins keine be- 
stimmten Angaben. 

2) Vgl. besonders die Angaben von R. Cohn, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 26, 395. | 

3) Nach der Kossel - Kutscherschen Vorschrift, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 31, 168. 
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vom auskrystallisierten Tyrosin abfiltriert und mehrfach mit 
kaltem Wasser nachgewaschen. Nach weiterem Eindampfen des 
Filtrates konnte noch eine geringe Menge Tyrosin abgeschieden 
werden. Die gesammelten Filtrate und Waschwässer vom Tyrosin, 
die nur noch schwach die Millonsche Reaktion gaben, wurden 
nunmehr bis zur Krystallisation eingedampft und das erhal- 
tene Krystallgemenge — Zeit in einem kühlen Raum auf- 
bewahrt. : 

Durch Absaugen und Waschen mit 70 proz. Alkohol wurden 

daraus 55 g dunkelbraun gefärbtes rohes Leucin erhalten. 
- Zur Überführung in das Kupfersalz wurden diese 55 g Roh- 
leucin zunächst in 2 1 Wasser gelöst und die Lösung zweimal mit 
Tierkohle heiß behandelt. Das schwachbraune Filtrat wurde mit 
überschüssigem Kupfercarbonat einige Zeit gekocht und das 
ausgeschiedene Kupfersalz zusammen mit den Se 
resten abfiltriert und heiß ausgewaschen. 

Das abfiltriertte Kupfersalz wurde zusammen mit dem aus 
dem tiefblauen Filtrat nach dem Eintrocknen und erschöpfenden 
Extrahieren mit Methylalkohol unlöslich zurückbleibenden Kupfer- 
salz in Wasser aufgeschwemmt und unter Erwärmen so lange mit 
Salzsäure versetzt, bis Lösung eintrat. 

Aus der kochenden salzsauren Lösung wurde dann mit 
Schwefelwasserstoff das Kupfer ausgefällt, vom Schwefelkupfer 
abfiltriert und das Filtrat zur Vertreibung der überschüssigen 
Salzsäure mehrmals auf dem Wasserbade eingedampft und dann 
mit Kupfercarbonat in großem Überschuß gekocht. Nach Neutra- 
lisation der Salzsäure vollzog sich die Abscheidung der Kupfer- 
salze in ähnlicher Weise wie bei den freien Aminosäuren. Dann 
wurde ohne abzufiltrieren eingedampft und das Gemisch der 
Kupfersalze der Leucine mit Kupferchlorid erschöpfend mit 
Methylalkohol ausgelaugt. 

Die getrockneten unlöslich zurückbleibenden Kupfersalze 
wurden nach Suspension in Wasser unter Kochen direkt mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt. Aus dem Filtrat vom Schwefel- 
kupfer ließen sich nach dem Eindampfen 6,8 g bei 105° getrockne- 
е; schwach gelb gefärbtes Rohprodukt erhalten. 

‘Ein kleiner Teil dieses Rohleucins wurde aus verdünntem 
Alkohol umkrystallisiert und zur Bestimmung der Drehung in 
wässeriger Lösung verwandt. 


KÉ 
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Angewandt: 0,2368 р Substanz. Gesamtgewicht der wässerigen 
Lösung 11,5725 g. Prozentgehalt 2,04. Drehung im 200 
mm-Rohr bei 20° im Natiimumlicht: —0,21°. 

Laf = — 5,05°. 


Da F. Ehrlich, der den Drehungswert des ТЕРЕ іп wässe- 
riger Lösung festgelegt hat, für den optischen Antipoden des 
Leucins [а] = +10,34° beobachtete, enthält also das zweimal 
wie oben angegeben entmischte Leucin aus Ovalbumin, wie sich 
aus der niedrigen Drehung EEN läßt, noch Isoleucin ev. auch 
Valin beigemengt. 

. Zur weiteren Reinigung wurde daher eine nochmalige Ent- 
— in der Weise vorgenommen, daß die oben insgesamt 
erhaltenen 6,8 g des Leucingemisches wieder in die Kupfersalze 
verwandelt und mit Methylalkohol behandelt wurden, wobei, nach 
der Blaufärbung des Methylalkohols zu urteilen, deutliche Mengen 
Isoleucin- und Valinkupfer in Lösung gingen. 

Aus dem unlöslich zurückbleibenden Kupfersalz wurden nach 
Zersetzung mit Schwefelwasserstoff noch 3,2 g Aminosäure ge- 
wonnen, die nunmehr den doppelten Drehungswert in wässeriger 
Lösung aufwies. | 

Angewandt: 0,2413 g Substanz. Gesamtgewicht der wässe- 

_ тіреп Lösung 12,1482 р. Prozentgehalt 1,98. Drehung im 

200 mm-Rohr bei 20° im Natriumlicht: — 0,40°. _ 

[xp = —10,1°. 


Eine zum viertenmal nach demselben Verfahren ausgeführte 
Entmischung, bei der nur noch eine sehr geringe Menge von 
methylalkohollöslichem Kupfersalz abzutrennen war, lieferte 
schließlich 1,6 g Leucin, das umkrystallisiert mit dem d-Leucin 
F. Ehrlichs!) vollkommen übereinstimmende Drehungswerte 
ergab. Die Gesamtausbeute an reiner Aminosäure betrug 1,1 g. 

Für die Analyse und die Bestimmung der Drehung wurde 
die aus verdünntem Alkohol umkrystallisierte Substanz bei 
110° getrocknet. Schmelzpunkt im geschlossenen Rohr: 295°. 
1 Teil Substanz erforderte zur Lösung 45 Teile Wasser von 20° C. 

0,1558 р Substanz: 0,3126 р CO,, 0,1373 g H,O. 

0,1686 g Substanz: 15,4ccm N (18°, 755 mm). 


1) Diese Zeitschr. 1, 8, 1906. 
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С.Н,,№О,. Ber. С 54,96, Н 9,92, N 10,69. 
Gef. „ 54,75, „ 10,14, „ 10,42. 


Spezifische Drehung des Leucins in wässeriger Lösung. 
Angewandt: 0,2542 g Substanz. Gesamtgewicht der Lösüng 
11,4793 р. Prozentgehalt 2,21. Drehung im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: —0,46°. 
[a] = —10,42°. 


Spezifische Drehung des Leucins in salzsaurer Lösung. 
Angewandt: 0,3793 g Substanz in 20proz. Salzsäure. Ge- 
samtgewicht der Lösung 10,3333 g. Prozentgehalt 3,66. 
Spez. Gewicht 1,1. Drehung im 200 mm-Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: + 1,25°. 
[аР = + 15,53°. 


l-Leuein aus Casein. 


Als Ausgangsmaterial diente ein nach dem Verfahren von 
Hammarsten dargestelltes Casein. 1-Leucin von genau den- 
selben Eigenschaften wurde daraus sowohl aus den direkt kry- 
stallisierenden Rohleucinen als auch auf dem Wege der Ester- 
methode erhalten, wenn man sie wie eben angegeben entmischt. 

I. 250 р dieses Proteins wurden mit ungefähr 21 33 proz. 
Schwefelsäure wie früher beschrieben hydrolysiert und die hy- 
drolisierte Lösung ebenfalls in oben angegebener Weise auf Roh- 
leucin verarbeitet. Es wurden so 27 g eines schwach bräunlich 
gefärbten Pulvers erhalten. Das rohe Leucin wurde in die Kupfer- 
salze verwandelt, die Kupfersalze wieder mit Methylalkohol aus- 
gelaugt, das zurückbleibende Kupfersalz von neuem in die freien 
Aminosäuren übergeführt, diese nochmals mit Methylalkohol be- 
handelt und so in ähnlicher Weise wie beim Ovalbumin der Ent- 
mischungsprozeß sukzessive fünfmal durchgeführt. 

Zum Unterschied von dem früheren Verfahren geschah die 
Zerlegung der in Methylalkohol unlöslichen Kupfersalze diesmal 
in der Weise, daß dieselben in einem größeren Kolben suspendiert 
und unter Durchleiten eines Dampfstromes bis zur vollständigen 
Überführung des Kupfers in Kupfersulfid portionsweise mit einer 
Lösung von Schwefelammon behandelt wurden. Das überschüssige 
Schwefelammon entfernte man unter Kochen mit Bleicarbonat, 
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filtrierte sodann und trug darauf nach dem Wegdampfen des nogoh 
vorhandenen Ammoniaks zur erneuten Überführung in die Kupfer- 
salze Kupfercarbonat in die Lösung ein. Während bei der ersten 
Entmischung 8g methylalkohollösliches Kupfersalz zu extra- 
hieren waren, ließen sich bei der fünften Auslaugung nur noch 
0,7 g davon isolieren. Aus dem schließlich verbleibenden Leucin- 
kupfer wurden 7,6 g Rohprodukt der Aminosäure gewonnen, das 
bei zweimaligem Umkrystallisieren 3,8 g reines l-Leucin lieferte. 
Schmelzpunkt bei schnellem Erhitzen im geschlossenen Rohr: 292°. 
Zur Bestimmung der Löslichkeit wurde die Substanz 24 Stun- 
den lang in einem Ostwaldschen Thermostaten bei 20° mit einer 
zur Lösung ungenügenden Menge Wasser geschüttelt. In 10,6245 g 
der filtrierten Lösung waren enthalten 0,2380 g Substanz. Dem- 
nach sind zur Lösung von 1 Teil Leucin 44,6 Teile Wasser von 
20° nötig. 
0,1758 р Substanz: 0,3532 g CO,, 0,1533 g H,O. 
0,1797 g Substanz: 16,8 ccm N (17°, 749 mm). 
C,H,3NO,. Ber. С 54,96 Н 9,92 N 10,69. 
Gef. „ 54,78 , 9,67 „ 10,84. 


Spezifische Drehung des l-Leucins aus Casein in wässeriger Lösung: 
Angewandte Substanz: 0,2380 g. Gesamtgewicht der Lösung 
10,6245 g. Prozentgehalt 2,24. Drehung im 200 mm-Rohr 
bei 20° im Natriumlicht: —0,46° 
[a]? = — 10,35°. 


Spezifische Drehung des l-Leucins aus Casein in salzsaurer Lösung: 
Angewandte Substanz: 0,6324 р. Gelöst in 20 proz. Salz- 
säure. Gesamtgewicht der Lösung 17,2618g. Prozentgehalt 
3,66. Spez. Gewicht 1,1. Drehung im 200 mm - Rohr bei 
20° im Natriumlicht: +1,26° 
[хр = +15,64°. 

П. Die Mutterlaugen der bei der Hydrolyse aus Casein durch 
direkte Krystallisation erhaltenen Rohleucine wurden scharf ein- 
gedampft und nach der Fischerschen Vorschrift mit Alkohol und 
Salzsäure verestert. Bei der Destillation der Ester unter 20 mm 
Druck wurde die Fraktion zwischen 40—110° aufgefangen und 
durch Kochen mit Wasser verseift. Die beim Eindampfen der 
wässerigen Lösung zurückbleibenden Krystalle wurden mit 
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70proz. Alkohol gewaschen. Auf diese Weise ließen sich aus 
dem Casein noch 8,5 р Aminosäuren gewinnen. Durch drei- 
maliges Entmischen der Kupfersalze mit Methylalkohol in der 
vorgeschriebenen Weise gelang es darauf, 1,4 р durch zweimalige 
Umkrystallisation gereinigtes l-Leucin abzuscheiden. Schmelz- 
punkt 292° im geschlossenen Rohr. 
` ` 0,0905 g Substanz: 8,2 ccm N (16° 757 mm). 
| C,H,NO,. Ber. N 10,69. 

Gef. ,, 10,66. 


Spezifische Drehung des Leucins in salzsaurer Lösung: 
0,6324 р Substanz gelöst in 20 proz. Salzsäure. Gesamt- 
gewicht der Lösung 17,2665 g. Prozentgehalt 3,66. Spez. 
- Gewicht 1,1. Drehung im 200 mm - Rohr bei 20° im Na- 
triumlicht: +1,27° 
[ж] = +15,77°. 


Insgesamt wurden also aus 250 g reinem Casein eine Aus- 
beute von 5,2 g reinem l-Leucin erhalten. 


l-Leucin aus Hefe. 


Ungefähr 3 kg frische obergärige Brennereihefe der Rasse XII, 
die aus dem Berliner Institut für Gärungsgewerbe bezogen war, 
wurde in Chloroformwasser einige Wochen der Selbstverdauung 
bei ungefähr 30° überlassen, bis eine klar filtrierte Probe der 
Lösung die Biuretreaktion nicht mehr gab. Das Filtrat der Hefe- 
zellen wurde zum Sirup eingedampft und nach der Fischerschen 
Methode verestert.!) 

Bei der Destillation der Ester wurden aus der zwischen 40 
und 100° bei 18—20 mm Druck übergehenden Fraktion ein rohes 
Gemisch von Aminosäuren gewonnen, dessen Kupfersalze zu einem 
Teil dem oben mehrfach beschriebenen Entmischungsverfahren 
unterworfen wurden. Nach fünfmaliger Regenerierung und er- 
neuter Auslaugung wurden ungefähr 2 g reines l-Leucin erhalten. 
Infolge größerer mechanischer Verluste ließ sich die Ausbeute in 
diesem Falle nicht genauer angeben. Das reine Präparat schmolz 
bei 293°. 


1) Die Einzelheiten des dabei angewandten Verfahrens werden im 
folgenden Teil der Arbeit noch näher beschrieben. 
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© > 0,1134 р Substanz: 0,2280 р CO,, 0,1012 р H,O. 
0,1058 р Substanz: 9,6 ccm N (22°, 762mm). 
C.MHi3NO,. Ber. С 54,96 Н 9,92 N 10,69. 

| Gef. „ 54,76 ,, 9,87 ,, 10,53. 


Spezifische Drehung дев I-Leucins aus Hefe in wässeriger Lösung: 
` 0,1150 g Substanz gelöst in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lösung 5,1623 g. Prozentgehalt 2,22. Drehung im 1 dem- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht —0,24° 
[x] = —10,8°. 


Spezifische Drehung des l-Leucins aus Hefe in salzsaurer Lösung: 


0,2388 р Substanz gelöst in 20proz. Salzsäure. Gesamt- 
gewicht der Lösung 8,6923 g. Prozentgehalt 3,64. Spez. 
Gewicht 1,1. Drehung im 1 dem-Rohr bei 20° im Natrium- 
licht: +0,62° 

| [1] + 15,46°. 


Voerhalten des l-Leucins gegen kochende Schwefelsäure 
und Salzsäure. 


Obwohl die drei Leucinpräparate aus verschiedenen Eiweiß- 
arten in wässeriger und salzsaurer Lösung übereinstimmende 
Drehungswerte zeigten, so ließ sich doch immerhin noch ein- 
wenden, daß vielleicht bei der Hydrolyse des betreffenden Proteins 
oder bei der Behandlung der hydrolysierten Lösungen mittels 
Säuren eine partielle Racemisierung des ursprünglichen Leucins 
eingetreten war, die den niedrigeren Drehungswert dieser Prä- 
parate gegenüber den früher beobachteten erklärlich machen 
konnte. Daß durch Alkali eine solche Racemisierung des aktiven 
Leucins stattfindet, ist aus früheren Arbeiten zur Genüge be- 
kannt, und man hat gerade die Erhitzung mit Barytwasser zur 
künstlichen Inaktivierung von optisch-aktivren Aminosäuren 
häufig angewandt. 

Dagegen liegen bisher keine experimentellen Angaben darüber 
vor, ob aktives Leucin auch durch Erhitzen mit Säuren racemisiert 
werden kann. | 

- Die folgenden Versuche zeigen, daß unter den Bedingungen 
der Eiweißhydrolyse mit Säuren jedenfalls eine Racemisierung 
des I-Leucins auch nicht teilweise erfolgt, so daß nunmehr nicht 
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daran zu zweifeln ist, daß die nach dem obigen Verfahren aus 
Eiweiß isolierten Leucinpräparate ihren vollen urapeunglchen 
Drehungswert besitzen. 

Für die Versuche wurde ein l-Leucin aus Casein benutzt von 
[x = —10,35° in wässeriger Lösung und [2] = +15,64° in 
20proz. Salzsäure, ferner ein d-Leucin, das aus synthetischem 
Leucin durch Spaltung mittels Hefe gewonnen war und ein spe- 
zifisches Drehungsvermögen von Lab = + 10,34° in wässeriger 
Lösung und von [x] = — 15,4° in 0%, iger Salzsäure aufwies. 


І. Erhitzen des l- Leucins mit Schwefelsäure. 
Circa 2g l-Leucin vom angegebenen Drehungsvermögen 
wurden in 150 ccm 33proz. Schwefelsäure gelöst und die Lösung 
rückfließend 24 Stunden gekocht. Aus der wasserklaren Flüssigkeit 
wurde mit etwas weniger als der berechneten Menge gesättigter 
Barytlösung die Hauptmenge der Schwefelsäure ausgefällt und das 
Filtrat vorsichtig mit verdünnter Barytlösung bis zur Entfernung . 
der Schwefelsäure versetzt. Die durch Eindampfen der wässerigen 
Lösung wiedergewonnene Aminosäure wurde nach dem Um- 
krystallisieren auf ihre Drehung untersucht: 
Ein Teil der Substanz braucht bei 20° 44,4 Teile Wasser zur 
Lösung. Schmelzpunkt 293° in geschlossener Capillare. 
Spezifische Drehung in wässeriger Lösung: 
0,1872 g Substanz wurden gelöst in Wasser. Gesamtgewicht 
der Lösung 8,3105 g. Prozentgehalt 2,25. Drehung im 
200 mm - Rohr bei 20° im Natriumlicht: —0,48° 
[а ]20° = — 10,66°. 


Spezifische Drehung іп salzsaurer Lösung: 

0,6091 g Substanz wurden gelöst in 20 proz. Salzsäure. Ge- 
samtgewicht der Lösung 16,6488 р. Spez. Gewicht 1,1. Pro- 
zentgehalt 3,65. Drehung im 200 mm - Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: +1,24° 

[x] = +15,44°. 


П. Erhitzen des l-Leucins mit Salzsäure. 


Eine Lösung von 1,5 g reinem I-Leucin in 100 ccm Salzsäure 
vom spez. Gewicht 1,19 wurde am Rückflußkühler 24 Stunden 
gekocht. Zur Vertreibung der überschüssigen Salzsäure wurde 
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dann mehrmals unter Zusatz von Wasser auf dem Wasserbade 
eingedampft, durch Kochen mit Bleioxyd das Chlor vollständig 
entfernt und das überschüssige Blei aus der Lösung mit Schwefel- 
wasserstoff ausgefällt. Die so erhaltene wässerige Lösung der 
Aminosäure wurde eingedampft und der Rückstand umkrystal- 
lisiert. Das regenerierte Leucin zeigte in Salzsäure folgenden 
Drehungswert: 
0,3785 g Substanz wurden gelöst іп 20 proz. Salzsäure. Ge- 
samtgewicht der Lösung 10,3370 g. Prozentgehalt 3,66. 
Spez. Gewicht 1,1. Drehung im 200 mm-Rohr bei 20° 
im Natriumlicht: +1,26° 
[2] == +15,64°. 


IH. Erhitzen des d-Leucins mit Salzsäure. 
3g d-Leucin wurden rückfließend 20 Stunden mit einem 
halben Liter rauchender Salzsäure gekocht. Die salzsaure Lösung 
wurde dann wiederholt unter Aufnahme mit Wasser zur Ver- 
treibung der Salzsäure abgedampft, der Rest des Chlors unter 
Kochen mit Bleioxyd ausgefällt und aus dem Filtrat das über- 
schüssige Blei mit Schwefelwasserstoff entfernt. Die filtrierte 
Lösung wurde zur Trockne verdampft und der Rückstand 
zweimal aus verdünntem Alkohol umkrystallisiert. 
Das wiedergewonnene d-Leucin zeigte in wässeriger und salz- 
saurer Lösung folgende Drehungswerte: 
Spezifische Drehung in wässeriger Lösung: 
0,3121 g Substanz wurden gelöst in Wasser. Gewicht der 
Lösung 14,0546 g. Prozentgehalt 2,22. Drehung im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: +0,47° 
Lef = + 10,59°. 
Spezifische Drehung in salzsaurer Lösung: 
0,6326 g Substanz wurden gelöst in 20 proz. Salzsäure. Ge- 
samtgewicht der Lösung 17,2782 g. Prozentgehalt 3,66. 
Spez. Gewicht 1,1. Drehung im 200 mm-Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: —1,24° 
Lef = —15,40°. 
Die Substanz zeigte bei 20° eine Löslichkeit von 1 : 45. 
Die folgende Tabelle ermöglicht einen Überblick über die 
Werte der physikalischen Konstanten der aus Ovalbumin, Casein 
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und Hefe erhaltenen Präparate von l-Leucin im Vergleich mit 
denen, die bisher aus synthetischem Leucin gewonnen sind: 


С Physikalische Konstanten der bisher erhaltenen геіпвбеп 
Präparate von optisch-aktivem Leucin. 





Herkunft 


l-Leuein je synth. | Über d. Cincho- | 
Leucin | ninsalz d. Ben- | 
zoylverbindung | 
| 





Über d. Brucin- 
salz d. Formyl- 
Leuein 


d-Leuein do. Durch Verfütte- 
rung an ein Ka- 
ninchen 


d-Leuein do. Durch Spaltung 
mittels Hefe und 
Zucker 


l-Leuein {Aus Oval-| Bei d. Hydrolyse 
bumin |m. H,SO, aus di- 
| rekt kryst. Roh- 

leucinen 


l-Leucin |AusCasein do. 


l-Leucin do. Aus d. Rohleuci- 
nen d. Estermeth. 


l-Leucin i Hefe | Durch Selbstver- 
dauung. Aus den 

Rohleucinen d. 

Estermethode 


l-Leucin AusCasein Dasselbe Präpa- 

rat wie oben n. | 
24stünd. Erhitzen 
m. 33 proz. HSC, 


l-Leucin | do. | Dasselbe Präpa- | 
| rat wie oben 24 

‚Stunden m. konz. 

Salzsäure gekocht 


d-Leucin |Aussynth.| Dasselbe Präpa- 
Leucin rat (Е. Ehrlich) 
wie oben 20 Stun- 


l-Leuein do. 














| den mit konz. Salz- 


| säure gekocht 


+15,6° 
| bis +16° 


— | +15,6° 
— |—15,5°% 
+10,34° | —-15,40° 
—10,42° | +15,53° 
| 
10,35 ° | +15,64° 
—  |.+15,77° 


—10,8° | +15,46° 





— 10,66 ° | +15,44 ° 
= + 15,64 ° 
+10,59° | —15,4° 





| 
| 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 33, 2377, 1900. 
2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 38, 4004, 1905. 


3) Diese Zeitschr. 1, 25, 1906. 













E. Fischer u. 
Warburg’) 


desgl. 


1:48 | Е. Ehrlich?) 


1:45 


1:45 


1:45 


Vgl. diese 
Arbeit 


do. 
do. 


do. 


do. 


do. 


do. 
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Zur Kenntnis des Isoleucins. 
Isoleucin aus Melasseschlempe. 


Aus den früheren Arbeiten über Isoleucin!) ergibt sich, daß 
als günstigstes Ausgangsmaterial für die Darstellung dieser Amino- 
säure die Strontianentzuckerungslaugen zu betrachten sind. Diese 
letzten Abfälle der Zuckerfabrikation werden erhalten, wenn man 
die Melasse mit Strontianhydrat entzuckert und die vom Bistron- 
tiumsaccharat: abfiltrierten Laugen nach Ausfällen des über- 
schüssigen Strontiums mittels Kohlensäure zum Sirup eindampft. 
Aus diesen sogenannten Melasseschlempen, die man heute im 
großen Maßstabe zur Gewinnung von Pottasche, Cyankali und 
Ammoniumsulfat verwendet, setzt sich nach kürzerer oder län- 
gerer Zeit der Aufbewahrung ein Krystallbrei anorganischer und 
organischer Substanzen ab. Diese Niederschläge lassen sich, wie 
früher ‚gezeigt ist, in sehr einfacher Weise auf ein Rohleucin ver- 
arbeiten, das von allen bisher untersuchten den höchsten Gehalt 
an Isoleucin besitzt und aus dem diese interessante Substanz sehr 
leicht frei von anderen Aminosäuren — besonders vom Valin — 
völlig rein zu gewinnen ist. 

Bisher ist das Isoleucin hauptsächlich aus Melasseschlempen 
der Zuckerraffinerie ‚‚Dessau‘“ erhalten worden, die stark ein- 
gedampft zumeist ein sehr intensives Krystallisationsvermögen 
besaßen, und in vereinzelten Fällen aus Abfalllaugen der Fabrik 
„Groß-Mochbern“, die erst sehr stark konzentriert, nach längerem 
Stehen Krystalle bildeten. Die durchschnittliche Ausbeutean Roh- 
leucin betrug meist 1—20/ der Trockensubstanz der Strontian- 
entzuckerungslaugen. | 

Es wurden nun weiterhin Melasseschlempen verschiedener 
Herkunft auf ihre Krystallisationsfähigkeit und ihren Gehalt an 
Isoleucin geprüft. Dabei haben sich sehr wesentliche Unter- 
schiede in den Ausbeuteverhältnissen der Rohleucine ergeben, 
wás sich leicht dadurch erklärt, daß der Stickstoffgehalt der Rübe 
in den verschiedenen Jahren ein sehr wechselnder ist, und daß 
auch der Gehalt an anderen Stoffen, welche die Leucine am Aus- 
krystallisieren verhindern, beträchtlich schwanken kann. Hier- 
zu kommt noch der Umstand, daß die Entzuckerungsanstalten 


з) Е. Ehrlich, Zeitschr. d. Vereins d. Deutsch. Zuckerind. 54, Heft 581, 
775; Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 1809, 1904 u. 40, 2538, 1907. - 
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heute ihre Abfalllaugen auf eine viel geringere Konzentration wie 
früher eindampfen, во daß man meist genötigt ist, im Labora- 
torium die dünnen Sirupe weiter einzuengen und die Rückstände 
sehr lange Zeit in kühlen Räumen aufzubewahren, еһе sich ge- 
nügende Mengen Krystalle abgesetzt haben. Es wurde daher 
neuerdings in vielen Fällen eine geringere Ausbeute an Rohleucin 
erhalten als früher, wo sehr große Mengen in der Fabrik bereits 
sehr stark konzentrierter und lange Zeit aufbewahrter Melasse- 
schlempe zur Verfügung gestanden hatten, aus der die Leucine 
fast vollkommen auskrystallisiert waren. - 

So ließen sich beispielsweise bei sofortiger Verarbeitung von 
Melasseschlempe, die frisch aus Dessau bezogen war, für einzelne 
Portionen folgende Ausbeuten an Rohleucinen feststellen: 





Aus Melasseschlempe | Scharf abgesaugte Daraus 
(konzentriert) Krystallmasse Rohleucine 





Auch nach 2!/, monatlichem Aufbewahren stieg die Ausbeute 
an Rohleucinen nicht erheblich. Es ließen sich dann z. B. aus 
7980 g Melasseschlempe (konzentriert) 2130 g Krystallbrei ab- 
saugen und daraus 15,1 g Rohleucine isolieren. 

Größere Mengen Melasseschlempe wurden dann noch aus 
den Entzuckerungsanstalten „Rositz‘‘ und ‚„Groß-Mochbern‘“ be- 
zogen. Die verhältnismäßig dünnen braunschwarzen Laugen 
zeigten gegenüber den Dessauer Melasseschlempen den bedeutend 
geringeren Trockensubstanzgehalt von 65,7° Brix. und hatten 
nur geringe Mengen Niederschläge abgesetzt, die lediglich aus 
anorganischen Salzen bestanden. Größere Quantitäten derselben 
wurden in einem großen Vakuumapparat auf ungefähr 80° Brix. 
eingedampft und der erhaltene Sirup längere Zeit kühl auf- 
bewahrt. Die nach mehrmonatlichem Stehen abgesaugten Nieder- 
schläge lieferten nur wenig Leucin. 

Um zu ermitteln, ob das Isoleucin aus Melasseschlampen 
der verschiedensten Herkunft irgendwelche Unterschiede in seinen 
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Eigenschaften zeigt, wurde nach dem früher angegebenen Ver- 
fahren aus einem Gemisch des Rohproduktes der Melasserück- 
stände aus Dessau, Groß-Mochbern und Rositz eine größere 
Probe Isoleucin hergestellt und eingehend untersucht. Es erwies 
sich in jeder Beziehung identisch mit dem früher!) beschriebenen. 
Zur-Untersuchung kam die zweimal aus verdünntem Alkohol 
umkrystallisierte Substanz, die im geschlossenen Rohr bei 280° 
schmolz. 
0,1446 g Substanz: 13,6. ccm N (18°, 755 mm). 
C,H,sNO,. Ber. N 10,69. 
Gef. ,, 10,96. 


Spezifische Drehung in wässeriger Lösung: 

0,5023 g Substanz gelöst in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lösung 13,7803g. Prozentgehalt 3,65. Drehung im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: +0,70° 

[] = +9,58° (Е. Ehrlich ſa = +9,74°). 


Spezifische Drehung in salzsaurer Lösung: 

0,4989 g Substanz gelöst in 20 proz. Salzsäure. Gesamt- 
gewicht der Lösung 10,9813 g. Spez. Gewicht 1,094. Pro- 
zentgehalt 4,54. Drehung im 200 mm - Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: +3,65° 

[«] = +36,74° (Е. Ehrlich [x] = +36,80°). 


Analyse des Kupfersalzes: 
Zur Analyse wurde die Substanz zweimal aus verdünntem 
Alkohol umkrystallisiert und bei 110° getrocknet. 
0,2503 g Substanz: 0,0612 g CuO. 
| C,H.,N,0,Cu. Ber. Cu. 19,65. 
Gef. ,, 19,54. 


Das Nickelsalz des Isoleucins. 

Von den Salzen des Isoleucins ist bisher das Kupfersalz und 
seine merkwürdigen Löslichkeitsverhältnisse besonders in Methyl- 
Äthyl- und Benzylalkohol eingehend beschrieben worden. Ein 
Teil der aus den verschiedenen Melasseschlempen dargestellten 


1) F. Ehrlich Le 
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Aminosäure wurde im folgenden zur Bereitung des bisher. un- 
bekannten Isoleucinnickels benutzt, das in seinen Löslichkeite- 
verhältnissen dem Isoleucinkupfer sehr ähnlich ist. 

Die wässerige Lösung des Isoleucins wurde mit überschüs- 
sigem Nickelcarbonat gekocht, filtriert und die Lösung auf dem 
Wasserbade eingedampft, wobei das Isoleucinnickel in krystal- 
linisch bläulich-grünen Blättchen sich abschied. Das Nickelsalz 
wurde abgesaugt, kurz mit kaltem Wasser gewaschen und aus 
Wasser zweimal umkrystallisiert. Zur Analyse gelangte das bei 
110° getrocknete Salz: 


0,1214 g Substanz: 0,0226 g Ni. 
(C,H,,NO,),Ni. Ber. Ni 18,42. 
= Gef. „‚ 18,59. 


Das Isoleucinnickel ist ebenso wie das Kupfersalz wom 
Wasser schwer benetzbar, löst sich aber darin bedeutend schwerer 
wie dieses; in seiner Löslichkeit im Methyl-, Äthyl- und Benzyl- 
alkohol zeigte sich kein großer Unterschied — dem Iso- 
leucinkupfer. 


Das Kobaltsalz des Isoleucins 


läßt sich auf ähnliche Weise durch Behandlung der wässerigen 
Lösung des Isoleucins mit Kobaltcarbonat herstellen. Seine 
Reindarstellung ist indes nicht vollständig gelungen, da das Salz 
nur undeutlich in rötlich gefärbten Blättchen krystallisiert. Es 
wurden daher nur seine Löslichkeitsverhältnisse untersucht; es 
löst sich schwer in Wasser, leichter in den verschiedenen Alkoholen. 

Zur Trennung vom Leucin erweisen sich nach diesen Unter- 
suchungen das Nickel- und Kobalt-Isoleucin weniger geeignet als 
sein Kupfersalz, so daß man hierfür wie bisher letztere Verbindung 
bevorzugen wird. 


Versuche zur Gewinnung von Isoleucin aus verschiedenen 

| Eiweißstoffen. 

Für die Reingewinnung größerer Mengen Isoleucin kamen 
bisher einzig und allein die Strontianmelasseschlempen als Roh- 
material in Betracht. Es entstand nun die Frage, ob nicht ‚irgend 
ein natürlicher Eiweistoff hierfür ebenso günstig zu verwenden 
war. Daß Isoleucin im Eiweiß in nicht geringen Mengen vor- 
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handen und daraus durch Säure- oder enzymatische Hydrolyse 
zu gewinnen ist, ist bereits früher!) gezeigt, wobei auch für das 
Blutfibrin die genaue Darstellungsweise im einzelnen angegeben 
wurde. In den letzten Arbeiten!) war auch schon angedeutet 
worden, daß man nach dem Verfahren über das methylalkohol- 
lösliche Kupfersalz aus Eiweiß in den seltensten Fällen diese Ver- 
bindung rein, sondern meist nur im Gemisch mit der von E. Fi- 
scher Valin benannten Aminovaleriansäure erhalten kann. ` 

In Fortsetzung dieser Arbeiten ließ sich nun bei Hydrolysen, 
die an Eiweißstoffen verschiedenster Art ausgeführt wurden, 
ebenfalls beobachten, daß man hierbei mit dem früher angegebenen 
Isolierungsverfahren immer nur Gemische von Isoleucin und 
Valin gewinnen kann. In Übereinstimmung mit den bisherigen 
Befunden zeigte sich auch fernerhin, daß aus verschiedenartigen 
Proteinen stets bedeutend geringere Mengen Isoleucin gegenüber 
dem Leucin zu erhalten waren. 

Bevor auf die Durchführung der Trennung von Isoleucin 
und Valin näher eingegangen wird, sei zunächst die Hydrolyse 
der einzelnen Eiweißstoffe, die in jedem Falle zur Auffindung 
eines Gemisches von Isoleucin und Valin führte, eingehender be- 
schrieben. | СЕ 

Bei diesen Versuchen wurden gewöhnlich 250 р des betreffen- 
den Proteins nach der Vorschrift von Kutscher und Kossel?), 
wie schon früher angegeben, mit ungefähr 21 33 proz. Schwefel- 
säure am Rückflußkühler ungefähr 20 Stunden gekocht, dann 
wurde die hydrolysierte Lösung nach. Entfernung der Schwefel- 
säure bis zur Krystallisation des Tyrosins eingedampft, dieses 
abgeschieden und das Filtrat bis zur möglichst vollständigen 
Krystallisation des Gemisches der Leucine zum Sirup eingedampft. 
Das längere Zeit aufbewahrte Krystallgemisch wurde dann durch 
scharfes Absaugen nach Möglichkeit von der Mutterlauge befreit, 
mit 70proz. Alkohol ev. unter Zusatz von etwas wässerigem 
Ammoniak bis zur gründlichen Auslaugung der anhaftenden 
sirupösen Bestandteile gewaschen. Das so erhaltene, schwach 
gelblich bis braun gefärbte Rohprodukt wurde direkt ohne Um- 


1) F. Ehrlich 1. е. \ 
1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 2538, 1907. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 168. 
Biochemische Zeitschrift Band VIII. 28 
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krystallisation in die Kupfersalze verwandelt und diese in be- 
kannter Weise durch Extraktion mit Methylalkohol auf Isoleucin- 
kupfer verarbeitet. 

Aus den gesammelten Auszügen des Isoleucin- und Valin- 
kupfers wurde dann der Methylalkohol abdestilliert, das zurück- 
bleibende Kupfersalz meist ohne weitere Reinigung in wässeriger 
Lösung mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das Filtrat vom Schwefel- 
kupfer eingedampft und der Rückstand durch mehrmalige Kry- 
stallisation gereinigt. Die so erhaltenen Aminosäuren wurden 
analysiert und auf die Drehung in wässeriger und salzsaurer 
Lösung untersucht. 

Casein. Zur Hydrolyse wurden zwei Caseinpräparate ver- 
wandt: 


1. „Lactarin‘‘ mit 13,06%, Stickstoffgehalt, ein von Bolle- 
Berlin durch Selbstsäurung der Milch hergestelltes Casein. 


2. Casen" mit 12,7%, Stickstoffgehalt, ein von derselben 
Firma durch Fällung mit Säuren gewonnener Eiweißstoff 
der Milch. 


1. Aus 250 g Lactarin (Bolle) wurden 36,6 g nur schwach 
gelblich gefärbtes Rohprodukt erhalten. Nach der Überführung 
in die Kupfersalze lieferte dieses bei zweimaliger Extraktion mit 
Methylalkohol 8,6 g lösliches Kupfersalz, von dem ein Teil zwei- 
mal umkrystallisiert bei der Analyse auf ein Gemisch von Іво- 
leucin- und Valin-Kupfer stimmende Werte ergab: 

0,2866 g Substanz (bei 110° getrocknet): 0,0729 g CuO. 

Für Isoleucin-Kupfer: C ,H,,N,O,Cu. Ber. Cu 19,65. 

Gef. ‚ 20,82. 

Für Valin-Kupfer: CioH2N0,Cu. Ber. „ 21,51. 


Die aus dem Kupfersalz abgeschiedene freie Aminosäure ergab 
zweimal umkrystallisiert bei der Analyse und der Bestimmung der 
optischen Drehung ebenfalls Werte, die zwischen den für Iso- 
leucin und Valin berechneten liegen. 


0,1211 g Substanz: 0,2301 g CO,, 0,0980 g H,O. 

0,1135 g Substanz: 11,3ccm N (23,5°, 761 mm). 

Für Isoleucin: C,H,,NO,. Ber. С 54,96, Н 9,92, N 10,69 
Gef. ,, 51,77, ,„ 9,09, ,, 11,44 

Für Valin: C,H,,NO, Ber. „ 51,28, „ 9,40, „ 11,97 
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Spezifische Drehung in wässeriger Lösung: 
0,6179 g Substanz, gelöst in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lösung 11,4401. Prozentgehalt 5,4. Drehung im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: +0,73° 
[= +6,7°. 
Für Isoleucin [x] = +9,74°1) für Valin [«] = + 6,42°?). 


Spezifische Drehung in salzsaurer Lösung: 

0,7231 р Substanz wurden gelöst in 20 proz. Salzsäure. Ge- 
samtgewicht der Lösung 15,8241 g. Spezifisches Gewicht 
1,094. Prozentgehalt 4,57. Drehung im 200 mm - Rohr 

bei 20° im Natriumlicht: +3,23° 

Lok = +32,30°. 
Für Isoleucin [«] = + 36,80°1), für Valin [2] = + 28,8°%). 
2. Aus 250 g Casein (Bolle) wurden 30,7 g gelblich gefärbtes 
Rohprodukt erhalten. Ausbeute an methylalkohollöslichem 
Kupfersalz nach dreimaliger Extraktion 9 р. Zur Analyse wurde 

wieder ein Teil zweimal aus Äthylalkohol umkrystallisiert: 


Analyse des Kupfersalzes: 
0,3069 g Substanz (bei 110° getrocknet): 0,0792 g CuO. 
Für Isoleucin-Kupfer: C,H,,N,O,Cu. Ber. Cu 19,65. 
Gef. „ 20,62. 
Für Valin-Kupfer: Gel za du. Ber. „ 21,51. 
Reinausbeute an freier Aminosäure 2 g nach zweimaliger Um- 
krystallisation aus verdünntem Alkohol (bei 110° getrocknet). 
0,1238 g Substanz: 0,2387 g СО,, 0,1053 g H,O. 
0,1251 g Substanz: 12,3ccm N (16°, 742 mm). 
Für Isoleucin: С,Н,,№О,. Ber. С 54,96, Н 9,92, N 10,69. 
Gef. „ 52,58, „ 9,45, „ 11,35. 
Für Valin: C,H,ıNO,. Ber. „ 51,28, „ 9,40, „ 11,97. 


Spezifische Drehung in wässeriger Lösung: 
0,5178 g Substanz gelöst in Wasser. Gesamtgewicht der Lö- 
sung 13,7072 g. Prozentgehalt 3,78. Drehung im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: +0,54°. 
[а] +7,14°. 
Für Isoleucin: [a]? = +9,74°, für Valin: [2] = +6,42°. 
1) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 1809, 1904. 
2) E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 2320, 1906. 
28* 
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Spezifische Drehung in salzsaurer Lösung: 

0,6891 g Substanz wurden gelöst in 20 proz. Salzsäure. Ge- 
samtgewicht der Lösung 15,6181 g. Spez. Gewicht 1,094. 
Prozentgehalt 4,41. Drehung im 200 mm-Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: +2,99° 

Laf = +30,98°. 
Für Isoleucin: [2] = + 36,80°, für Valin: [a] = +28,8°. 


Aus den Analysen und den Werten für die Drehung geht 
hervor, daß in diesem Falle ein Gemisch aus ungefähr ?/, Valin 
und !/, Isoleucin vorlag. 


Ovalbumin. Aus dem Rohprodukt der Leucine aus 250 g 
Ovalbumin (Kahlba um - Berlin) wurden über das methylalkohol- 
lösliche Kupfersalz ungefähr 3 g reiner Aminosäure erhalten. 

0,1370 р Substanz: 0,2701 g СО,, 0,1137 g H,O; 

0,1538 g Substanz: 15,0 ccm N (17°, 745 mm). 

Für Isoleucin: C,H,,NO,. Ber. С 54,96, Н 9,92, N 10,69. 

Gef. „ 53,76, „ 9,20, ,, 11,85. 

Für Valin: C,H,ıNO,. Ber. „ 51,28, „ 9,40, ,, 11,97. 


Spezifische Drehung in salzsaurer Lösung: 

0,4958 g Substanz wurden gelöst іп 20 proz. Salzsäure. Ge- 
samtgewicht der Lösung 10,7946 g. Spez. Gewicht 1,094. 
Prozentgehalt 4,59. Drehung im 200 mm-Rohr bei 20° 
im Natriumlicht: +3,16°. 

ſa = +31,46°. 
Für Isoleucin: [0] = + 36,80°, für Valin: [x] = +28,8°. 

Ähnliche, durch Krystallisation nicht weiter zerlegbare Ge- 

mische von Isoleucin und Valin haben neuerdings Adensamer 
und Hoernes!) aus demselben Eiweißstoff nach einem anderen 
Verfahren gewinnen können. 


Schwamm. Aus ungefähr 200 g hydrolysiertem rohem 
Schwamm wurde in der üblichen Weise das Rohprodukt der 
Leucine hergestellt, das ungefähr 3g methylalkohollösliches 
Kupfersalz lieferte. Die daraus abgeschiedene, durch zweimaliges 
Umkrystallisieren aus verdünntem Alkohol gereinigte Amino- 


1) Wien. Monatsh. f. Chem. 26, 1217. 
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säure ergab bei 110° getrocknet folgende Analysenzahlen und 
Drehungswerte: 
0,1545 g Substanz: 0,2986 р CO, 0,1328 g H,O; 
0,1512 р Substanz: 15,0 ccm N (19°, 760 mm). 
Für Isoleucin: C,H,;NO,. Ber. С 54,96, Н 9,92, N 10,69. 
| Gef. „ 52,68, ,, 9,51, ,, 11,60. 
Für Valin: C,H,ıNO,. Ber. „ 51,28, „ 9,40, „ 11,97. 


Drehung in wässeriger Lösung: 

0,6007 g Substanz, gelöst in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lösung 15,7426g. Prozentgehalt 3,81. Drehung im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: +0,45° 

[a] = +5,90°. 


Drehung in salzsaurer Lösung: 

0,5670 g Substanz wurden gelöst in 20 proz. Salzsäure. Ge- 
samtgewicht der Lösung 10,8040 g. Prozentgehalt 5,24. 
Spez. Gewicht 1,094. Drehung im 200 mm-Rohr bei 20° 
im Natriumlicht: +3,44 ° 

[x] = +30,0°. 

Horn. 250 g Hornspäne lieferten nach der Hydrolyse 14,3 g 
Leucin-Rohprodukt, aus dem 5,9 g methylalkohollösliches Kupfer- 
salz zu gewinnen waren. Reinausbeute 2 g durch zweimaliges 
Umkrystallisieren gereinigter Aminosäure. 

0,1652 р Substanz: 0,3212 р CO,, 0,1387 g H,O; 

0,0977 g Substanz: 9,75ccm N (17°, 744 mm). 

Für Isoleucin: C,H,;NO,. Ber. С 54,96, Н 9,92, N 10,69. 

Gef. ,, 53,08, „ 9,32, „ 11,50. 

Für Valin: C,H,ıNO,. Ber. , 51,28, ‚ 9,40, „ 11,97. 


Spezifische Drehung in wässeriger Lösung: 

0,6909 g Substanz, gelöst in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lösung 12,9850g. Prozentgehalt 5,32. Drehung im 200 mm- 
Rohr: bei 20° im Natriumlicht: +0,74° 

[а] = +6,94°. 


Versuche zur Trennung von Isoleuein und Valin. 


Die Ergebnisse der vorstehenden Untersuchungen zeigen 
deutlich, daß man auf dem gewöhnlichen Wege über die methyl- 
alkohollöslichen Kupfersalze eine Abtrennung von Isoleucin und 
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Valin nicht erzielen kann, und daß man daher aus natürlichen 
Eiweißstoffen fast stets ein Gemisch beider Aminosäuren erhält, 
in dem gewöhnlich Valin überwiegt. | 

Es wurde nun auf den verschiedensten Wegen aus diesen Ge- 
mischen eine Reindarstellung insbesondere des Isoleucins versucht; 
trotz Anwendung mehrfach variierter Methoden gelang es indes 
nicht, aus anderen Proteinen außer Melasseschlempe dasselbe in 
seiner ursprünglichen Form zu gewinnen. 

Die schwere Trennbarkeit der beiden Aminosäuren beruht 
im wesentlichen auf ihrer großen Neigung selbst, sowohl wie in 
ihren Salzen und Derivaten miteinander Mischkrystalle zu bilden, 
die ähnlich wie beim Gemisch dieser Aminosäuren mit Leucin 
vollständig den Eindruck von chemischen Verbindungen machen. 
Es war daher trotz vielfacher Versuche nicht möglich, Isoleucin 
und Valin durch Umkrystallisation der freien Aminosäure oder 
ihrer Salze zu entmischen; stets wurden dabei Produkte erhalten, 
die nach ihrer Drehung, Löslichkeit und ihren anderen physi- 
kalischen Eigenschaften aus Isoleucin und Valin in denselben 
Mengenverhältnissen zusammengesetzt waren, in denen die beiden 
Verbindungen zuerst auskrystallisierten. 

Die Schwierigkeit der Trennung des Valins vom Isoleucin 
wird noch dadurch sehr bedeutend erhöht, daß sich eine ganz 
auffallende Übereinstimmung in den Löslichkeitsverhältnissen der 
Salze der beiden Aminosäuren zeigt, die eine Entmischung ähn- 
lich etwa wie beim Leucin vollständig unmöglich macht. So 
beträgt z. B. in Methylalkohol die Löslichkeit des d-Isoleucin- 
Kupfers 1 : 551) bei 17°, ist also fast genau die gleiche wie 
die vom d-Valin-Kupfer, das sich bei 18° im Verhältnis von 
1:52 1082). 

Bei der Aussichtslosigkeit, eine Entmischung der fast gleich 
löslichen Salze und Derivate des Isoleucins und Valins herbei- 
zuführen, wurden dann weiterhin Versuche angestellt, eine solche 
nach Umwandlung der Aminosäuren selbst vorzunehmen. Ein 
häufig benutzter Umwandlungsprozeß, bei dem die Aminosäuren, 
ihre Salze und Derivate, sehr wesentliche Veränderungen in ihren 
Löslichkeitsverhältnissen erleiden, ist die Racemisierung, die be- 

1) Е. Ehrlich, Ber. а. Deutsch. chem. Ges. 37, 1826, 1904. 


2) E. Schulze und Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 45, 
38, 1905. 
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kanntlich nach der Methode von E. Schulze zumeist in der Weise 
ausgeführt wird, daß man die Aminosäuren mit überschüssigem 
Barytwasser im Autoklaven auf Temperaturen bis 180° genügend 
lange erhitzt. Die so hergestellten racemischen Aminosäuren 
zeigen sich meist bedeutend schwerer löslich als die aktiven; so 
ist z. B. das racemische Leucin noch einmal so schwer löslich in 
Wasser wie das aktive. Es sind daher auch die Racemkörper, be- 
sonders von E. Fischer, zur leichteren Isolierung natürlich vor- 
kommender Aminosäuren häufig benutzt worden. 

Durch längere Behandlung mit Barytwasser wurde nun 
zuerst versucht, Unterschiede in der Löslichkeit des Isoleucins und 
Valins hervorzurufen, in der Hoffnung, vielleicht so eine teilweise 
Trennung der beiden Aminosäuren herbeiführen zu können. 
Kocht man ein solches Gemisch von Isoleucin und Valin längere 
Zeit im Autoklaven unter ca. 10—14 Atmosphären Druck mit 
Barytwasser, so wird das aktive d-Valin vollständig racemisiert, 
während das d-Isoleucin ungefähr zur Hälfte sich in d-Allo-Iso- 
leucin verwandelt, d. h. in eine stereoisomere Verbindung, die 
nicht den optischen Antipoden des ursprünglichen d-Isoleucins 
darstellt.!) Auch aus dem so erhaltenen Gemisch von d-l-Valin, 
d-Isoleucin und d-Allo-Isoleucin ließ sich durch fraktionierte 
Krystallisation sowohl der freien Aminosäuren wie ihrer Salze 
keine einheitliche Substanz isolieren. Dagegen fanden sich in den 
Löslichkeitsverhältnissen der Kupfersalze der beiden Isoleucine 
gegenüber dem des racemischen Valins sehr bedeutende Unter- 
schiede. Während nämlich die Löslichkeit des Allo-Isoleucin- 
Kupfers in wässeriger und alkoholischer Lösung fast die gleiche 
ist wie die des Isoleucin-Kupfers, wird das Kupfersalz des r-Valins 
im Gegensatz zu den Kupfersalzen der beiden Isoleucine und dem 
des aktiven Valins von Methylalkohol nur wenig aufgenommen 
und ist in Äthylalkohol praktisch unlöslich. 

Die Löslichkeitsverhältnisse des racemischen Valinkupfers 
wurden in der Weise näher untersucht, daß man in der betreffen- 
den Flüssigkeit einen Überschuß des Salzes längere Zeit kochte, 
dann auf eine bestimmte Temperatur abkühlte und abfiltrierte. 
Hierbei ergaben sich für die Löslichkeit in Methylalkohol und 
96proz. Äthylalkohol folgende Zahlen: 


1) Е. Ehrlich, Ber. а. Deutsch. chem. Ges. 40, 2538, 1907. 
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Löslichkeit des rac.-Valin-Kupfers in konzentriertem Me- 
thylalkohol: 


bei 0° . 2.2220. 1 : 3644, 
bei 3° . ...... 1 : 3048 
Löslichkeit дев гас. -Valin-Kupfers іп 96proz. Äthylalkohol: 
| Беда u: кж шша 1 : 9230. 
Löslichkeit des d-Isoleucin-Kupfers:!) 
in konz. Methylalkohol bei 17°. . . . 1:55, 
Löslichkeit des а - Isoleucin-Kupfers:!) 
in 99proz. Äthylalkohol bei 18° . . . 1:476. 


Löslichkeit des d-Allo-Isoleucinkupfers ungefähr die gleiche’). 
Löslichkeit des а -Valin-Kupfers?): 
in konz. Methylalkohol bei 18°. . . . 1:52. 


Auf diese beträchtlichen Unterschiede der Löslichkeit der 
Kupfersalze ließ sich nun eine Methode der ungefähren Trennung 
von Isoleucin und Valin begründen, deren Ausführung kurz die 
folgende war: 

Das über die methylalkohollöslichen Kupfersalze aus irgend 
einem Eiweißkörper erhaltene Gemisch von d-Isoleuein und 
d-Valin wurde mit Barytwasser im Autoklaven bei 180° race- 
misiert, die nach Entfernung des Baryts wiedergewonnenen Amino- 
säuren in die Kupfersalze verwandelt und die Mischung der 
Kupfersalze mit Methylalkohol in der Kälte geschüttelt oder mit 
96proz. Äthylalkohol ausgekocht, wobei die Kupfersalze der 
beiden Isoleucine in Lösung gingen, und wenn dieser Prozeß 
lange genug fortgesetzt wurde, das Kupfersalz des racemischen 
Valin fast rein zurückblieb. 

Günstiger hat es sich erwiesen, für die Trennung der Kupfer- 
salze nur Äthylalkohol anzuwenden, da zwar beim ersten kräftigen 
Ausschütteln mit Methylalkohol, wie z. B. beim Casein gezeigt 
werden konnte, nur Isoleucin-Kupfer in Lösung geht, später aber 
auch im Gemisch damit Valin-Kupfer, und da andererseits das 


1) Е. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 1826, 1904. 

2) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 2555, 1907. 

3) E. Schulze und Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 45, 
38, 1905. 


Zur Kenntnis der Leucinfraktion des Eiweißes. 427 


zurückbleibende Salz immer noch, wie aus den Analysen hervor- 
ging, Isoleucin-Kupfer zurückhält. 

Es gelang so in Kombination mit dem früher beschriebenen 
Verfahren die Leucinfraktion aus Casein und Hefeeiweiß fast voll- 
ständig in ihre reinen Komponenten zu zerlegen, nämlich in 
l-Leucin, dl-Valin und in das bekannte Gemisch von d- Iso- 
leucin und d -Allo - Isoleucin, die sich sämtlich in analysen- 
reiner Form erhalten ließen. 

Zur näheren Identifizierung des Valins und Isoleucins wurde 
dann noch eine Spaltung der umgelagerten Aminosäuren mittels 
Hefegärung vorgenommen, die in beiden Fällen zur Gewinnung 
von fast reinem 1 -Уаіп und а - Allo - Isoleucin führte. 

Ein am Casein (Bolle) durchgeführter Vorversuch möge zu- 
nächst die Löslichkeitsverhältnisse des Gemisches der Kupfer- 
salze der schon mehrfach erwähnten Aminosäuren veranschau- 
lichen: 

4,2g eines nach dem früher beschriebenen Verfahren aus 
Casein (Bolle) dargestellten Gemisches der Kupfersalze von 
а - Isoleucin und d -Valin mit einem Gehalt von 20,62%, Kupfer 
Cu (s. S. 421) wurden in Wasser gelöst und zur Entfernung des 
Kupfers mit Schwefelwasserstoff behandelt. Die aus dem Filtrat 
durch Eindampfen wiedergewonnenen Aminosäuren (3,8 g) wurden 
in einer Lösung уоп 15g Barythydrat in einem halben Liter 
Wasser aufgelöst und im Autoklaven 20 Stunden auf 180° er- 
hitzt. Nach quantitativer Entfernung des Baryts mit verdünnter 
Schwefelsäure wurde die schwach linksdrehende!) Lösung mit 
überschüssigem Kupfercarbonat gekocht, filtriert, das klare, tief- 
blaue Filtrat zur Trockne eingedampft und der Rückstand aus 
verdünntem Alkohol umkrystallisiert (3,85 g). 

Diese 3,85 g des so gewonnenen reinen Kupfersalzes wurden 
nacheinander mit je einem halben Liter konzentrierten Methyl- 
alkohols je zwei Stunden ausgekocht, wobei stets vor dem Ab- 
fitrieren auf Zimmertemperatur abgekühlt wurde. Das Aus- 
laugen wurde so lange fortgesetzt, bis der Alkohol sich nur noch 
ganz schwach blau färbte. 





1) Entsprechend der Drehungsrichtung des d-Allo-Isoleucins, das in 
wässeriger Lösung stärker nach links dreht (al, = —14,4°) als das d-Iso- 
leucin nach rechts ((«], = +9,7°). 
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Nach mehrmaligem Auskochen zeigte das rückständige um- 
krystallisierte Kupfersalz folgenden Kupfergehalt: 


0,3138 g Substanz (bei 110° getrocknet) 0,0834 g CuO. 
Für Valin-Kupfer: С,,Н„М,О,Соа. Ber. Cu 21,51. 
| Gef. ‚, 21,24. 


Beim letztmaligen Auskochen hinterblieb schließlich ein Salz 
— im ganzen ca. 0,8 р umkrystallisiert — folgender auf Valin- 
Kupfer stimmender Zusammensetzung: 

0,2388 g Substanz (bei 110° getrocknet) 0,0641 g CuO. 

Für Valin-Kupfer: Col za Lu, Ber. Cu 21,51. 

Gef. „ 21,35. 

Die gesammelten methylalkoholischen Auszüge wurden vom 
Alkohol befreit und lieferten beim Umkrystallisieren 2,1 g Kupfer- 
salz, das auf die Zahlen des Isoleucin-Kupfers stimmende Analysen 
werte ergab: 

0,2891 g Substanz (bei 110° getrocknet) 0,0708 g CuO. 

Für Isoleucin-Kupfer: C,H,,N,;0,Cu. Ber. Cu 19,65. 

Gef. ,, 19,57. 


l-Valin und d-Allo-Isoleuein aus Casein. 

250 g reines Casein (nach Hammarsten) wurden mit ca. 
2 | 33proz. Schwefelsäure in der früher angegebenen Weise 
hydrolysiert und auf Rohleucine verarbeitet, von denen 27 g in 
Form eines weißen Pulvers erhalten wurden. 

Zur Entfernung etwa vorhandenen Prolins wurde das Amino- 
säuregemisch mit 1 1 absoluten Alkohols am Rückflußkühler 
3 Stunden gekocht, wobei 2 g Substanz in Lösung gingen. 

Die zurückbleibenden 25 g wurden in die Kupfersalze ver- 
wandelt und diese durch Auslaugen mit Methylalkohol unter 
wiederholter Zersetzung wie angegeben entmischt. Die methyl- 
alkoholischen Auszüge wurden gesammelt und eingedampft. Eine 
Probe des Salzes aus verdünntem Alkohol umkrystallisiert, gab 
folgende auf ein Gemisch von Isoleucin- und Valin-Kupfer stim- 
mende Analysenzahl: 

0,3016 р Substanz (bei 110° getrocknet) 0,0792 g CuO. 
Für Isoleuein-Kupfer C ,H,,N,O,Cu. Ber. Cu 19,65. 

Gef. „ 20,98. 
Für Valin-Kupfer Cal za lu. Ber. „ 21,51. 
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Das Kupfersalz wurde dann mit Schwefelwasserstoff zersetzt, 
das Filtrat vom Schwefelkupfer eingedampft und die zurück- 
bleibende Aminosäure (7 g) wieder mit 30 g Barythydrat in ca. 
1/, 1 Wasser im Autoklaven 20 Stunden auf 180° erhitzt. Die 
nach Ausfällen des Baryts wiedergewonnenen Aminosäuren wurden 
in die Kupfersalze verwandelt (ca. 6 g bei 110° getrocknet). 
Diese wurden fein pulverisiert, in einer Flasche auf der Schüttel- 
maschine mit ca. !/, 1 Methylalkohol 1!/, Stunden bei Zimmer- 
temperatur geschüttelt. Der methylalkoholische Auszug gab 
beim Verdampfen 2,1 g Rückstand (Kupfersalz I in Methyl- 
alkohol löslich). 

Das abfiltrierte Salz wurde dreimal je 2 Stunden mit den 
gleichen Mengen Methylalkohol wie oben geschüttelt. Der letzte 
Auszug färbte sich nur noch wenig blau. Die gesammelten methyl- 
alkohollöslichen Extrakte lieferten noch 2,4 g Kupfersalz (Kupfer- 
salz II in Methylalkohol löslich). 

Es blieben schließlich noch ungefähr 2 g Kupfersalz von 
Methylalkohol ungelöst zurück (Kupfersalz III in Methylalkohol 
unlöslich). 

d-Allo-Isoleucin. I. Die wässerige Lösung des in Methyl- 
alkohol löslichen Kupfersalzes I wurde zur Ausfällung des Kupfers 
mit Schwefelwasserstoff behandelt und aus dem Filtrat vom 
Schwefelkupfer die freie Aminosäure durch Eindampfen zurück- 
gewonnen. Das so erhaltene Rohprodukt in einer Menge von 1,8 g 
wurde zusammen mit 100 р Zucker in 11/„ 1 Leitungswasser 
gelöst und die Lösung mit 50 g frischer obergäriger Brennerei- 
preßhefe!) versetzt. Wie der negative Ausfall der Naphthol- 
reaktion zeigte, war die Gärung nach 3 Tagen beendet. Es wurde. 
sodann von der Hefe abfiltriert und das vollständig klare Filtrat 
erst auf freier Flamme, dann auf dem Wasserbade bis zum dünnen 
Sirup eingedampft. Nach längerem Stehen wurden die aus- 
geschiedenen Krystalle scharf abgesaugt und auf Ton gepreßt. 
Die rohe Aminosäure wurde durch Umkrystallisieren aus ver- 


1) Rasse XII bezogen vom Institut für Gärungsgewerbe, Berlin. 
Analyse: 


Wasser. ...... 75,9% 
Trockensubstanz . . 24,1% Stickstoff in der Trocken- 
Asche ....... 2,18% substanz 8,0100. 


Stickstoff . . . . .. 1,93%, 
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dünntem Alkohol gereinigt, wobei са. 0,5 g weißer glänzender Blatt 
chen vom Schmelzpunkt 280° im geschlossenen Rohr erhalten 
wurden, die annähernd die Drehung des d-Allo-Isoleucins zeigten. 
0,0726 g Substanz: 6,8 ccm N (21°, 757 mm). 
C,H,;NO,. Ber. N 10,69. 
Gef. ‚ 10,83. 


Spezifische Drehung in wässeriger Lösung. 

0,3757 g Substanz gelöst in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lösung 10,4163g. Prozentgehalt 3,61. Drehung im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: —0,90°. 

Lal = —19,87°. 


Spezifische Drehung in salzsaurer Lösung: 

0,3596 р Substanz gelöst in 20 proz. Salzsäure. Gesamt- 
gewicht der Lösung 7,6223 g. Prozentgehalt 4,71. Spez. 
Gewicht 1,094. Drehung im 1 dem-Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: —5,15°. 

[a] = —34,38°. 


П. Aus der zweiten Portion des methylalkohollöslichen 
Kupfersalzes (Kupfersalz II) wurden 1,8 р Aminosäure gewonnen. 
Die Substanz zeigte in wässeriger Lösung schwache Links- 
drehung: 0,2 g in 10 ccm Wasser gelöst, drehten im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Soleil- Ventzke- Apparat — 0,4° Sacch. 

Die gesamte Menge des Rohproduktes wurde zusammen mit 
100 g Raffinade in 11/„ 1 Wasser gelöst und die Lösung mit 50 g 
Hefe vergoren. Nach beendeter Vergärung wurde die hefefreie 
Gärungsflüssigkeit bis zur Krystallisation des schließlich er- 
haltenen Sirups verdampft. Die auskrystallisierte Aminosäure 
wurde durch Umkrystallisation aus verdünntem Alkohol gereinigt, 
Reinausbeute ca. 0,5 g. 

0,1718 g Substanz: 16,4 ccm N (13°, 747 mm). 

C,H,;NO,. Ber. N 10,69. 
Gef. ,, 11,20. 


Spezifische Drehung in wässeriger Lösung: 

0,2189 g Substanz gelöst in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lösung 10,6652g. Prozentgehalt 2,05. Drehung im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: —0,41°. 

[x] = —10,0°. 
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Die Analysenzahlen und die Drehungswerte zeigen, daß die 
erste Portion des methylalkoholischen Auszuges der Kupfersalze 
nach der Behandlung mit Barytwasser fast reines Isoleucin ge- 
liefert hat, während das Isoleucin aus dem zweiten Auszuge noch 
eine geringe Menge Valin enthält. 


l1-Valin. Aus dem nach der Behandlung mit Barytwasser 
erhaltenen methylalkoholunlöslichen Kupfersalz (Kupfersalz III) 
wurden nach der Zersetzung mit Schwefelwasserstoff ungefähr 2 g 
Aminosäure gewonnen. Diese Menge wurde in 1!/, 1 Wasser zu- 
sammen mit 100 g Zucker durch 50 g frischer Preßhefe vergoren 
und wie früher auf unvergorene Aminosäure verarbeitet. Rein- 
ausbeute ca. 0,3 р. 


0,0851 g Substanz: 8,2ccm N (17°, 743 mm). 
C,H,,NO, Ber N 11,95. 
Gef. ,, 11,09. 


Spezifische Drehung in salzsaurer Lösung: 

0,1745 g Substanz wurden gelöst in 20 proz. Salzsäure. Ge- 
samtgewicht der Lösung 3,8343 g. Prozentgehalt 4,53. 
Spez. Gewicht 1,094. Drehung im 1 dem-Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: —1,55°. 


| Lob = —31,2°. 
Nach Fischer!) [2] = —28,8°. 


Auch hier ist die Entmischung keine ganz vollständige ge- 
worden, da die höhere Drehung in salzsaurer Lösung und der 
etwas niedrigere Stickstoffgehalt daraufhin deuten, daß das 
schließlich erhaltene Valin noch eine kleine Quantität Isoleucin 
einschließt. 


l-Valin und d-Allo-Isoleuein aus Hefe. 

Für die folgenden Versuche diente eine vom Berliner Institut 
für Gärungsgewerbe ganz frisch bezogene rein gezüchtete ober- 
gärige Brennereipreßhefe der Rasse XII, die nach den m 
werten folgende Zusammensetzung hatte: 





1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 2320, 1906. 
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Wasser . . ee Eh .. 73,00% 
Дас жоу. 2,14%, 
Organ. Substanz . ....... 24,86%, 

100,00% 


Die Hefe enthielt 2,64%, Stickstoff, also in der Trockensubstanz 
8%, Stickstoff. 

9 kg dieser Hefe wurden in einer großen Flasche in 7 1 Wasser 
suspendiert und das Ganze nach Zusatz von 200 ccm Chloroform 
gut durchgeschüttelt. Die mit einem Wattebausch verschlossene 
Flasche wurde bei ungefähr 30° C angesetzt. Nach dreiwöchent- 
lichem Stehen gab eine abfiltrierte und mit Tonerde geklärte 
Probe keine Biuretreaktion mit Fehlingscher Lösung mehr. 
Darauf wurde die dunkelbraune Lösung von dem hellen Boden- 
satz zum größten Teil abgehebert, der übrige Teil abkoliert und 
die ungelöst gebliebenen Hefeteile mehrmals mit Wasser aus- 
gewaschen. Aus den gesammelten trüben Filtraten senkten sich 
beim Aufkochen flockenartige Ausscheidungen, von denen ab- 
filtriert wurde. | 

Die klare dunkelbraune Lösung schied beim Eindampfen 
über freier Flamme und später auf dem Woasserbade Tyrosin- 
krystalle ab, die abfiltriert und mit kaltem Wasser gut gewaschen 
wurden. Durch weiteres nochmaliges Eindampfen ließ sich noch 
ein Teil Tyrosin gewinnen. Darauf wurden die Filtrate auf dem 
Wasserbade zum dünnen Sirup eingeengt. 

Versuche, aus dem sich dabei ausscheidenden Krystallbrei 
Rohleucin in der früher gekennzeichneten Reinheit zu gewinnen, 
schlugen fehl!). Der resultierende mit Krystallen durchsetzte 
Sirup wurde deshalb nach der Fischerschen Estermethode 
weiter verarbeitet. 

Zu diesem Zweck wurde derselbe mit 11 konzentrierter Salz- 
säure übergossen, die Lösung auf dem Wasserbade eingedampft, 
und dieser Prozeß nach Zusatz von Salzsäure mehrmals wieder- 
holt. Der mit Wasser aufgenommene Sirup wurde von ausgeschie- 
denen Verunreinigungen nach kurzem Aufkochen mit Tierkohle 
durch Filtration über gehärtetes Filtrierpapier befreit, und die 


1) Ähnliche Erfahrungen hat auch bereits М. Schenk gemacht, dem 
es nicht gelang, reines Leucin und Isoleucin aus derselben Hefe zu isolieren. 
Wochenschr. f. Brauerei 22, Nr. 16, 221. 
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rotbraun gefärbte Flüssigkeit unter vermindertem Druck anfangs 
bei 40°, zuletzt bei ca. 60° bis zur Sirupkonsistenz eingedampft. 
Der in der Menge von 337 g zurückbleibende Sirup erstarrte beim 
Abkühlen zu einer festen breiigen Masse. Diese wurde mit З 1 
absolutem Alkohol übergossen und anfangs in der Kälte, zuletzt 
unter Erwärmen, nach der Fischerschen Vorschrift mit trockenem 
Salzsäuregas verestert. Nach dem Verdampfen des Alkohols und 
der Salzsäure im Vakuum und Zusatz von neuem Alkohol zum 
rückständigen Sirup wurde der Veresterungsprozeß noch zweimal 
wiederholt. 

Die nach Fischer mit Natronlauge und Natriumcarbonat 
befreiten und durch wiederholtes Ausschütteln mit Äther ge- 
wonnenen Ester wurden nach Verdampfen des Äthers unter 
einem Druck von 18—20 mm destilliert und dabei folgende 
Fraktionen erhalten: 


Temperatur: Druck: Destillat: 
I zwischen 15—40° (40—22 mm) 37,9g (schwachgelb, klar). 
п > 40—100° (20—18 mm) 70,0 g (wasserhell, klar). 
II über 100° Rückstand ca. 100 g (dunkelbraun, 
dickflüssig). 


Weiter verarbeitet wurde nur die zweite Fraktion, deren 
Hauptmenge zwischen 75—90° überging. 

Die Verseifung der gesamten zweiten Fraktion in einer Aus- 
beute von 70 g wurde durch sechsstündiges Kochen am Rückfluß- 
kühler mit ca. der fünffachen Menge Wasser ausgeführt. Die 
wässerige Flüssigkeit wurde bis zur möglichst vollständigen 
Krystallisation eingedämpft, die ausgeschiedenen blättrigen Kry- 
stalle abgesaugt, die Mutterlauge stark eingeengt, und der aus- 
geschiedene Rest der Aminosäuren durch Abpressen auf Ton von 
sirupösen Bestandteilen befreit. 

Die so im ganzen gewonnenen 42 g des Rohproduktes der 
Aminosäuren wurden fein gepulvert und mit absolutem Alkohol ` 
zweimal ausgekocht. Die schließlich unlöslich verbleibenden 36 g 
der farblosen Krystallmasse wurden durch Kochen mit Kupfer- 
carbonat in die Kupfersalze übergeführt. Die fein gepulverten 
Kupfersalze wurden wiederholt mit Methylalkohol extrahiert, das 
rückständige Salz in die freien Aminosäuren übergeführt, diese 
von neuem mit Kupfercarbonat in die Kupfersalze zurückver- 
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wandelt, wiederum mit Methylalkohol erschöpft und dieser Prozeß 
wie früher angegeben zur möglichst vollkommenen Entmischung 
vom Leucin einerseits und Isoleucin und Valin andererseits fünf- 
mal fortgesetzt!). Das schließlich verbleibende, in Methylalkohol 
unlösliche Kupfersalz wurde in bereits angeführter Weise auf 
l-Leucin verarbeitet. 

Die gesammelten methylalkoholischen Auszüge wurden zur 
Trockne verdampft, wobei 11,4 g eines hellblau gefärbten Kupfer- 
salzes verblieben. Durch Zersetzen seiner wässerigen Lösung mit 
Schwefelwasserstoff und nach dem Abfiltrieren des Schwefel- 
kupfers wurden beim Eindampfen des Filtrates 8,5 g rohe Amino- 
säure gewonnen. 

Ein Teil derselben wurde aus verdünntem Alkohol um- 
krystallisiert und auf seine Elementarzusammensetzung und 
Drehung untersucht. Die Analysenwerte gaben auf ein Gemisch 
von Valin und Isoleucin stimmende Zahlen: 

0,1600 g Substanz: 0,3073 р CO,, 0,1359 р H,O; 

0,1552 g Substanz: 15,3 cem N (18°, 755 mm). 

С.Н,,МО,. Ber. С 54,96, Н 9,92, N 10,69. 
Gef. „ 52,87, „ 9,44, ,, 11,37. 
C,H,,NO,. Ber. „‚ 51,28, „ 9,40, ,, 11,98. 


Spezifische Drehung іп salzsaurer Lösung: Ä 
0,7448 р Substanz wurden іп 20 proz. Salzsäure gelöst. Ge- 
samtgewicht der Lösung 16,2959 g. Prozentgehalt 4,57. 
Spez. Gewicht 1,094. Drehung im 200 mm-Rohr bei 20° 
im Natriumlicht: +3,24°. 
Laf = +32,40°. 


Um bei dieser Gelegenheit zu untersuchen, ob durch wieder- 
holte Fraktionierung eine Anreicherung irgendeiner Aminosäure 
in dem Gemisch zu erzielen ist, wurde die gesamte Menge des er- 
haltenen Rohproduktes dreimal aus verdünntem Alkohol um- 
krystallisiert, wobei immer nur die sich zuerst ausscheidenden 
Krystalle für die weitere Reinigung verwendet wurden. Es zeigte 
sich, daß auch nach diesem Verfahren ein gleich zusammen- 
gesetztes Gemenge von Valin und Isoleucin erhalten wurde, das 
genau dieselbe Drehung wie das erstere aufwies. 


1) Hierbei sind mechanische Verluste eingetreten. 
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Spezifische Drehung der dreimal umkrystallisierten Aminosäure 
in salzsaurer Lösung: 

0,7448 р Substanz wurden gelöst in 20 proz. Salzsäure. Ge- 

samtgewicht der Lösung 16,3024 g. Prozentgehalt 4,57. 
Spez. Gewicht 1,094. Drehung der Lösung im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: +3,24°. 

[ж] = +32,40°. 

Die aus den verschiedenen Lösungen wiedergewonnene ur- 
sprüngliche Aminosäure, wie sie aus dem methylalkohollöslichen 
Kupfersalz gewonnen war, wurde in einer Menge von ca. 8 g mit 
überschüssigem heißgesättigten Barytwasser im Autoklaven 
20 Stunden auf 180° erhitzt. Nach Fällung des Baryts und Ein- 
dampfen der Lösung wurde daraus in Wasser schwach links- 
drehende Aminosäure erhalten, die man in üblicher Weise in 
die Kupfersalze verwandelte. 

Die fein pulverisierten trockenen Kupfersalze (ca. 10 g) 
wurden am Rückflußkühler in einem Rundkolben 8—10 mal 
mit је 1/, 1 96 proz. Alkohol jeweilig 3 Stunden ausgekocht. 

Die gesammelten alkoholischen Extrakte ergaben zur Trockne 
verdampft 3,7 g Kupfersalz (Kupfersalz I in Äthylalkohol löslich). 

Es blieben nach dem Auskochen mit Alkohol 6,1 g Kupfer- 
salz zurück (Kupfersalz II in Äthylalkohol unlöslich). 

d-Allo-Isoleucin. Aus dem alkohollöslichen Kupfersalz 
(Kupfersalz I) wurden 2,7 g roher Aminosäure gewonnen, die 
zusammen mit 200 g Raffinade in 2 1 Leitungswasser gelöst, mit 
100 g frischer Preßhefe vergoren wurden. Die Gärung war in 
2 Tagen beendet. Die von der Hefe durch Filtration befreite 
Flüssigkeit wurde nach Abdestillieren des Alkohols mit Kupfer- 
carbonat gekocht, filtriert und das tiefdunkelblaue Filtrat stark 
eingedampft. Der zurückbleibende blaue Sirup wurde mit Methyl- 
alkohol ausgelaugt, von ausgeschiedenen grünlich gefärbten Par- 
tikeln abfiltriert und das Filtrat nach Wegkochen des Methyl- 
alkohols und Aufnehmen mit Wasser mittels Schwefelwasserstoff 
vom Kupfer befreit. Beim Eindampfen der wässerigen Lösung 
und längerem Stehen des resultierenden Sirups schieden sich 
blättrige Krystalle aus, die abgesaugt und auf Ton gepreßt wurden. 

Durch Umkrystallisation aus Alkohol unter vorsichtigem 
Zusatz von Wasser wurden daraus 0,6 g fast reines d- Allo- 
Isoleucin gewonnen. Schmelzpunkt im geschlossenen Rohr 280°. 
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0,1067 g Substanz: 10,1ccm N (18°, 743 mm). 
0,1231 g Substanz: 0,2470 р СО», 0,1078 g H,O. 
C,H,sNO,. Ber. С 54,96, Н 9,92, N 10,69. 
Gef. „ 54,72, „ 9,66, ,, 10,68. 


Spezifische Drehung in wässeriger Lösung: 

0,2700 g Substanz gelöst in Wasser. Gesamtgewicht der Lö- 
sung 7,7999 g. Prozentgehalt 3,46. Drehung im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: — 0,89°. 

a = —12,92°. 


Spezifische Drehung in salzsaurer Lösung: 

0,2646 g Substanz wurden gelöst in 20proz. Salzsäure. Ge- 
samtgewicht der Lösung 5,6161 g. Prozentgehalt 4,71. 
Spez. Gewicht 1,094. Drehung im 200 mm-Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: —1,84°. 

[a] = —85,7°. 


l-Valin. Das in einer Menge von 6,1 g beim Auskochen 
mit Äthylalkohol zurückbleibende Kupfersalz (Kupfersalz II) 
wurde in wässeriger Lösung mit Schwefelwasserstoff zersetzt, 
und das klare Filtrat, das konzentriert sich optisch als voll- 
ständig inaktiv erwies, zur Trockne verdampft. Es wurden so 
4,4 g roher Aminosäure gewonnen, die beim Umkrystallisieren 
3,5 g Reinausbeute ergaben. 

Diese Menge wurde sodann mit 150 g Raffinade und 75 g 
frischer Preßhefe in 2 1 Wasser innerhalb von 2 Tagen vergoren; 
aus der vergorenen Lösung wurde durch direkte Krystallisation 
1,5 g Rohprodukt isoliert, das bei der weiteren Reinigung ca. 1,2 р 
fast reines 1-У а1і п lieferte. Schmelzpunkt im geschlossenen Rohr 
293° unter Schäumen. 


Löslichkeit in Wasser. Zur Bestimmung der Löslich- 
keit wurde die Aminosäure mit einer zur Lösung ungenügenden 
Menge Wasser bei 23° 20 Stunden geschüttelt. 4,1978 g Lösung 
enthielten 0,2623 g Substanz. 1 Teil der Aminosäure löst sich 
also bei 23° in 16 Teilen Wasser (nach E. Fischer!) bei 25° in 
17,1 Teilen Wasser). 


1) Ber. а. Deutsch. chem. Ges. 39, 2326, 1906. 
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0,1327 g Substanz: 13,1 cem N (17°, 772 mm). 
0,1573 g Substanz: 0,2960 g СО,, 0,1298 g H,O. 
C,H,,NO,. Ber. С 51,28, Н 9,40, N 11,97. 
Gef. „ 51,81, „ 9,23, „ 11,53. 
Spezifische Drehung in wässeriger Lösung: 

0,2623 g Substanz gelöst in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lösung 4,1978 g. Prozentgehalt 6,24. Drehung im 1 dem- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: —0,37°. 

Laf = —6,06°. 

(Е. Fischer [L ol [ap = —6,42°). 


Spezifische Drehung in salzsaurer Lösung: 

0,4182 g Substanz wurden gelöst in 20 proz. Salzsäure. Ge- 
samtgewicht der Lösung 9,0807 g. Prozentgehalt 4,61. 
Spez. Gewicht 1,094. Drehung im 1 dem-Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: —1,39°. 

[&] = —27,62°. 

(Е. Fischer [l. с] Lab —28,40°.) 


29% 


Über die Spaltung racemischer Aminosäuren mittels Hefe. 
II. Mitteilung. 


Von 


Felix Ehrlich. 
(Mitbearbeitet von А. Wendel').) 


(Aus dem Institut für Zuckerindustrie in Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1908.) 


Im ersten Bande dieser Zeitschrift habe ich eine Methode be- 
schrieben?), mit deren Hilfe es leicht gelingt, aus den Racemver- 
bindungen von Aminosäuren die eine optisch-aktive Komponente, 
und zwar bei natürlich vorkommenden Substanzen stets den op- 
tischen Antipoden, in reiner Form zu gewinnen. Diese einfache 
und bequem zu handhabende Methode beruht auf einer partiellen 
Vergärung der racemischen Aminosäure mit einem Überschuß 
lebender Hefe bei Gegenwart von Zucker ohne die Notwendigkeit 
der Anwendung sonstiger Nährsalze. 

In der ersten Arbeit über diesen Gegenstand wurde außer 
der allgemeinen Methodik die Reingewinnung von d-Leucin, 1-Ala- 
піп und l-Valin («-Amino-Isovaleriansäure)®) nach diesem neuen 
biologischen Spaltungsverfahren mitgeteilt und außerdem auf die 
Verwendbarkeit dieser Art der Aktivierung für viele andere ra- 
cemische Aminosäuren hingewiesen. 


1) Inaug.-Diss., Rostock 1908. 

2) F. Ehrlich, diese Zeitschr. 1, 8, 1906. 

3) Das bei den ersten Versuchen erhaltene l-Valin enthielt offenbar 
noch eine geringe Menge des Racemkörpers, da seine Drehung etwas niedriger 
gefunden wurde, als sie später E. Fischer (Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 
2320, 1906) bei der Spaltung der Formylverbindungen beobachtet hat. 
Durch Vergärung mit größeren Hefemengen, als zuerst angegeben war, 
ließ sich indes ohne weiteres l-Valin mit genau den gleichen Drehungs- 
konstanten, wie sie Fischer ermittelt hat, gewinnen. 


Е. Ehrlich: Spaltung racemischer Aminosäuren mittels Hefe. П. 439 


| An anderer Stelle!) habe ich dann noch über die durch Hefe- 
spaltung erfolgte Zerlegung des Gemisches von d - Isoleucin und 
а - Allo-Isoleucin berichtet, d. h. zweier stereoisomerer Amino- 
säuren, die durch gegenseitige Umlagerung entstehen, aber nicht 
Spiegelbilder voneinander sind. Die sich hieraus ergebende Rein- 
darstellung des а - Allo-Isoleucins hat bereits analytisch für die 
Trennung der Aminosäuren der Leucinfraktion aus Proteinen 
wertvolle Dienste geleistet?). | 

Im nachfolgenden seien einige neue Beispiele der Spaltung 
verschiedenartigster racemischer Aminosäuren durch Hefegärung 
mitgeteilt, die in mehrfacher Hinsicht von chemischem und phy- 
siologischem Interesse sein dürften. 

Die totale Spaltung gelang weiterhin sehr leicht beim ra- 
cemischen Phenylalanin und Serin, von denen die optischen 
Antipoden der natürlich auftretenden Verbindungen in reiner 
Form mit den von E. Fischer angegebenen Drehungswerten er- 
halten wurden. Die Spaltung des Serins bildet das erste Beispiel 
der Vergärung von Oxyaminosäuren durch Hefe. 

Überhaupt zum ersten Male in optisch aktiver Form 
gewonnen wurde eine linksdrehende Modifikation der «-Amino- 
Phenyl-Essigsäure C,H,- CHNH, - CO,H und eine solche der 
&-Amino-Methyl-Äthyl-Essigsäure = "CND. · CO,H 

315 
(Isovalin.) Ob indes in diesen beiden Fällen die Spaltung ganz 
vollständig verlaufen und die 1 - Komponente der beiden Amino- 
säuren mit ihrer wirklichen Höchstdrehung erhalten worden ist, 
ließ sich trotz der hohen Aktivität namentlich der ersteren nicht 
mit Sicherheit entscheiden, da Vergleichsangaben über die Akti- 
vität der Substanzen nicht vorliegen. Die relativ sehr kleine Aus- 
beute an starkdrehender o - Amino-Phenyl-Essigsäure bei allen 
Gärungsversuchen kann möglicherweise eine Folge des geringen 
Unterschiedes in der Angriffsgeschwindigkeit дег d - und 1- Kom- 
ponente der Aminosäure durch die Hefe sein, wenn man nicht 
ennehmen will, daß nach der eigentlichen Spaltung sowohl der 
a&-Amino-Phenyl-Essigsäure wie der «-Amino-Methyl-Äthyl-Essig- 
säure, die sich beide sehr leicht racesimieren, bei der Aufarbeitung 


1) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 2538, 1907. 
2) Vgl. die vorstehende Mitteilung von Е. Ehrlich und A. Wendel. 
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der Lösungen eine partielle Wiederracemisierung der aktiven 
Aminosäuren trotz aller Vorsichtsmaßregeln stattgefunden hat. 
Jedenfalls hat in Bestätigung früher erhaltener Resultate die Ver- 
gärung dieser Aminosäuren wie die des Phenylalanins und Serins 
von neuem gezeigt, daß nicht ausschließlich die eine Komponente 
racemischer Aminosäuren von der Hefe vergoren wird, sondern 
daß bei Anwendung von Hefe- und Zuckermengen, die eine totale 
Vergärung der leichter assimilierbaren aktiven Verbindung be- 
wirken, stets auch ein Teil des optischen Antipoden mit ange- 
griffen wird. Die Ausbeute an reiner optisch-aktiver Aminosäure 
kann also nach dem Gärverfahren im besten Falle immer nur ?/, 
bis */, der theoretischen betragen. 

Zwei Gärversuche mit ß-Aminobuttersäure ergaben, daß 
Hefe diese Aminosäure zwar zu assimilieren vermag, daß aber aus 
den vergorenen Lösungen immer nur inaktive Substanz wieder 
zurückzugewinnen ist. Es bleibt noch aufzuklären, ob die Hefe 
die ß-Aminosäure tatsächlich symmetrisch gespalten oder ob sich 
etwa die anfangs aktivierte Verbindung beim Eindampfen der 
Lösungen wieder vollständig racemisiert hat. 

Was die Technik des Spaltungsverfahrens anbetrifft, so haben 
sich die in der ersten Mitteilung hierfür gegebenen Vorschriften 
im allgemeinen bis auf einige kleine Abänderungen gut bewährt. 

Großer Wert ist auf ein vorzügliches Hefenmaterial zu legen. 
Für die folgenden Versuche diente wieder ausschließlich die ober- 
gärige Reinzuchtpreßhefe Rasse XII des Instituts für Gärungs- 
gewerbe, die mir stets im frischen Zustande zugänglich war und 
die ich infolge ihrer Reinheit und ihres relativ geringen Stickstoff- 
gehaltes für die vorliegenden Zwecke am geeignetsten halte. Den 
günstigsten ‚„Spaltungswert‘“‘ wird naturgemäß ganz frisch und 
gründlich gewaschene und abgepreßte möglichst eiweißarme Hefe 
besitzen, da diese in ihrem Zellinnern und äußerlich mechanisch 
anhaftend nur äußerst geringe Reste löslicher Stickstoffverbin- 
dungen aus der ursprünglichen Maische oder aus abgebautem Eiweiß 
der Zellsubstanz enthält. Doch kann man, wie ich schon früher 
erwähnt habe, auch weniger frische, selbst einige Wochen alte Hefe 
verwenden, muß dann aber von Anfang an dafür Sorge tragen, daß 
die Preßhefe sofort nach ihrer Bereitung dauernd in einem kühlen, 
möglichst steril gehaltenen Raum stets gut in Büchsen eingestampft 
aufbewahrt wird. Jedenfalls ist ein längeres Stehenlassen der vorher 
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abgekühlten Hefe bei Zimmertemperatur besonders in lockerem 
Zustand möglichst zu vermeiden, da schon unter diesen Bedin- 
gungen die autolytischen Vorgänge in der Hefezelle merkbar be- 
schleunigt werden, was zur Folge haben kann, daß die später zur 
Spaltung verwandte Hefe die für sie bequemer erreichbare Amino- 
säure in ihrem Zellinhalt zuerst assimiliert und dafür von der ihr 
. vorgelegten Aminosäure um so weniger verarbeitet, also einen 
geringeren „Spaltungswert‘“ besitzt. Bei den Gärversuchen ist 
ferner auch der Gesamtstickstoffgehalt der Hefe als sehr wesent- 
lich zu berücksichtigen, da das Prinzip der Methode ja auf der 
Möglichkeit der Anreicherung der Hefe mit dem Stickstoff der 
betreffenden Aminosäure beruht. Dementsprechend wird also, 
wie schon betont, eiweißarme Hefe den höchsten Spaltungswert 
für Aminosäuren besitzen, eiweißreiche Hefe aber mit steigendem 
Stickstoffgehalt um so geringeren. Da in der großen Praxis der 
Preßhefefabriken die zur Ernährung der Hefe dienenden Maischen 
stets verschiedener Herkunft sind und vermutlich auch jedes- 
mal eine andere chemische Zusammensetzung aufweisen, so ist es 
leicht erklärlich, daß die daraus gewonnene Hefe in ihrem Stick- 
stoffgehalt starken Schwankungen unterliegen kann. Die hier be- 
nutzte Hefe besaß im Durchschnitt wieder 8%, Stickstoff in der 
Trockensubstanz, doch wurden auch bisweilen Stickstoffzahlen 
in den Grenzen von 8,5—10%, beobachtet. Schließlich ist auch 
entsprechend der verschiedenen Abpressung der Trockensubstanz- 
gehalt der Hefe ebenfalls ein sehr wechselnder. Man wird also die 
hier und früher angegebenen Mengenverhältnisse von Hefe und 
Zucker für die Spaltung der einzelnen Aminosäuren, wenn auch hier 
schon immer mit einem Überschuß Hefe gerechnet war, nur dann 
als Standardzahlen annehmen können, wenn es sich um eine eiweiß- 
arme Hefe handelt. Erweist sich die Hefe als eiweißreicher, so wen- 
det man vorteilhaft besonders bei Verarbeitung größerer Mengen 
Aminosäuren von vornherein einen beträchtlichen Überschuß der 
betreffenden Hefe an, wenn man nicht vorzieht, durch einen Vorver- 
such im kleinen erst den Wirkungswert der Hefe für die Aminosäure 
festzulegen und danach die Dosierungen von Hefe und Zucker zu 
bemessen. Beim Eintragen der Hefe in die Zucker-Aminosäure- 
lösung ist sehr darauf zu achten, daß die Hefe nicht in Klumpen 
am Boden des Gefäßes liegen bleibt, sondern durch heftiges Schüt- 
teln des Kolbens gleichmäßig emulsionsartig durch die ganze 


442 F. Ehrlich: 


Flüssigkeit verteilt wird, da sonst unter Umständen ganze zu- 
sammengeballte Hefepartien bei der Spaltung der Aminosäure 
nicht in Aktion treten können. Bei Vergärung von sehr großen 
Quantitäten Substanz, die man am besten in großen Korbflaschen 
(Säureballons) vornimmt, wird man zweckmäßig die Hefe zur 
besseren Verteilung vorher mit Wasser oder mit einem geringen 
Volumen der betreffenden Lösung gründlich anrühren und erst - 
dann in Portionen in die zu vergärende Flüssigkeit eintragen. Für 
die Trennung der Hefe von der vergorenen Lösung hat sich statt 
der Filtration über große mit Fließpapier bedeckte Trichter Ab- 
saugen der Flüssigkeit mittels der Luftpumpe durch dünnwandige 
unglasierte Tonflaschen oder - kolben sehr bewährt, wie sie die 
Königl. Porzellan-Manufaktur in Berlin in den Handel bringt. 
Man bekommt auf diese Weise sofort klare und vollständig blanke 
Lösungen, kann die Hefe schnell von der Flüssigkeit absondern 
und mit wenig Wasser in kurzer Zeit gründlich auswaschen. Die 
Lösungen kann man gewöhnlich zuerst über freier Flamme und 
dann auf dem Wasserbad verdampfen. Nach Konzentration auf 
са. 200—300 ccm klärt man die Flüssigkeit vorteilhaft noch 
einmal mit Tierkohle und engt sie dann vollständig zum dünnen 
Sirup ein. Die Lösungen empfindlicher Aminosäuren dampft 
man am besten gleich von vornherein bei niedriger Temperatur 
im Vakuum ein. Für Aminosäuren, die sich namentlich durch die 
aus der Gärung stammenden Säuren leicht wieder racemisieren, 
hat sich als besonders wichtig ergeben, daß man diese Racemi- 
sierung hindern kann, wenn man beim Eindampfen der Lösungen 
durch häufigen Zusatz von wässerigem Ammoniak dafür sorgt, daß 
die Reaktion dauernd alkalisch bleibt. Aus den durch Verdampfen 
der vergorenen Lösungen gewonnenen Sirupen krystallisieren die 
aktiven Aminosäuren sehr leicht gewöhnlich schon sofort nach 
Erkalten aus. Die Abscheidung ist meist schon nach 24 Stunden 
eine vollständige. Aus den Mutterlaugen leichter löslicher Amino- 
säuren lassen sich nach mehrwöchentlicher Aufbewahrung bis- 
weilen noch geringe Reste Substanz abscheiden. Im Falle die 
Isolierung der unvergorenen Aminosäure aus dem Sirup direkt 
nicht möglich ist, kann man sie über das Kupfersalz oder auf ähn- 
liche Weise vornehmen. Über spezielle Einzelheiten des Verfahrens 
wird bei der Beschreibung der Vergärung der einzelnen Amino- 
säuren berichtet. 
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Schließlich sei noch hervorgehoben, daß sich seit meiner 
ersten Mitteilung in der Wertschätzung der biologischen Spal- 
tungsmethode für racemische Aminosäuren ein sehr wesentlicher 
Wandel vollzogen hat. Ich erwähnte damals, daß die Anwendung 
der biologischen Methode bei chemisch-physiologischen Arbeiten 
nur eine sehr beschränkte sein kann infolge ihrer Einseitigkeit, 
die darin besteht, daß aus dem Racemkörper immer nur die eine 
optisch-aktive Komponente erhalten wird, während die natürliche 
vorkommende Modifikation, die dem physiologischen Chemiker 
gerade das größte Interesse bietet, durch den betreffenden Mikro- 
organismus, hier die Hefe, zerstört wird. Unterdes hat nun aber 
E. Fischer!) bei seinen Synthesen der Polypeptide nachgewiesen, 
daß man auch vom Antipoden einer natürlichen Aminosäure aus- 
gehend mit Hilfe der Waldenschen Umkehrung zu Derivaten 
und Verbindungen gelangen kann, die der natürlich auftretenden 
Aminosäure entsprechen, und er hat bereits in Gemeinschaft mit 
seinen Mitarbeitern eine ganze Reihe derartiger Beispiele be- 
schrieben. Es unterliegt keinem Zweifel, daß hier gerade die vor- 
liegende Methode der Hefespaltung der Aminosäuren sehr wesent- 
liche Dienste leisten wird, und tatsächlich hat sich auch schon ge- 
zeigt, daß dieses Verfahren in einzelnen Fällen, wie z. B. zur Ge- 
winnung des l-Alanins?) dem chemischen vorzuziehen ist. 


d-Phenyl-Alanin. 

Als Ausgangsmaterial diente racemisches Phenyl-Alanin, das 
nach der Methode von Е. Fischer?) aus Benzyl-Bromalonsäure 
über die $-Phenyl-«-Brompropionsäure durch Erhitzen der letz- 
teren mit wässrigem Ammoniak erhalten war. Das Präparat 
wurde zur Reinigung aus Wasser mehrmals umkrystallisiert. 

10 g dieses synthetischen Phenyl-Alanins wurden zusammen 
mit 250 g Raffinade in 21/, 1 Leitungswasser unter Erwärmen auf 
dem Dampfbade gelöst; in die abgekühlte Lösung wurden 100 g 
frische Preßhefe eingetragen und durch Schütteln emulsionsartig 
verteilt. Die Gärung setzte nach kurzer Zeit sehr lebhaft ein und 
war nach zwei Tagen beendet. Nach dem Abfiltrieren der Hefe 


1) Ber. а. Deutsch. chem. Ges. 40, 489, 1907. 
3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 3992, 1906. 
3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 3064, 1904. 
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und dem Abdestillieren des Alkohols, der beim Verdunsten einen 
rosenähnlichen Geruch (Phenyl-Äthylalkohol)!) erkennen ließ, 
wurde die wässerige Lösung nach Klärung mit Tonerde und Ent- 
färben mit Knochenkohle zur Sirup-Konsistenz eingedampft. 
Die nach kurzem Stehen sich ausscheidenden Krystalle wurden 
nach eintägiger Aufbewahrung scharf abgesaugt und auf Ton ge- 
preßt. Aus den Mutterlaugen ließ sich durch nochmaliges Kon- 
zentrieren noch eine kleine Menge der Aminosäure gewinnen. Die 
gesamte Menge des Rohproduktes betrug 3,6g, das beim Um- 
krystallisieren aus Wasser 3,2 g reine Aminosäure lieferte. 

Für die Analyse und die Bestimmung der optischen Drehung 
wurde das Präparat nochmals durch Umlösen aus Wasser gereinigt. 

0,1517 g Substanz: 0,3640 g CO,, 0,0922 H,O. 

0,1754 g Substanz: 13,0 ccm N (17,5°, 753 mm), 

C,H,,NO,. Ber. С 65,46 Н 6,66 М 8,48. 
Gef. „65,50 ,„ 6,72 ,, 8,50. 
Spez. Drehung in wässeriger Lösung: 

0,2749 g Substanz wurden in Wasser gelöst. Gesamtgewicht 
der Lösung 13,6183 g. Spez. Gewicht 1,0043. Prozentgehalt: 2,01. 
Drehung im 200 mm-Rohr bei 20° im Natriumlicht: + 1,39°. 

[0] = +34,56°. 
Spez. Drehung in salzsaurer Lösung: 


0,6627 р Substanz wurden in 20 proz. Salzsäure gelöst. Ge- 
samtgewicht der Lösung 18,0245 g. Spez. Gewicht 1,0895. Pro- 
zentgehalt 3,48. Im 200 mm - Rohr a = +0,52°, folglich 


[a] = +6,86°. 


Die durch Vergärung aus rac. Phenyl-Alanin gewonnene 
Aminosäure ist also reines d-Phenyl-Alanin, da sie in allen ihren 
Eigenschaften besonders in ihren Drehungswerten vollständig mit 
der von E. Fischer durch Spaltung der Benzoyl-Verbindungen 
mittels des Cinchoninsalzes dargestellten d-Komponente über- 
einstimmt. Fischer?) fand nämlich für die Drehung des d-Phe- 
nyl-Alanins unter denselben Konzentrationsverhältnissen in 
wässeriger Lösung ſa = +35,08° und in salzsaurer Lösung 
Lab = +7,07°. 

1) Е. Ehrlich, Ber. d Deutsch. chem. Ges. 40, 1047, 1907. 

2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 33, 2385—2386, 1900. 
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Optisch-aktive «-Amino-Phenyl-Essigsäure!). 
C,H, - CHNH, - CO,H. 

Die &«-Amino-Phenyl-Essigsäure ist bisher nur in der Racem- 
form bekannt. Sie ist zuerst von Stöckenius?) aus der Phenyl- 
Brom-Essigsäure durch Behandlung mit wässerigem Ammoniak 
erhalten worden. Ihre einfachste Darstellungsweise lehrte Tie- 
mann?), der sie aus dem Benzaldehyd durch Einwirkung von 
Blausäure und Ammoniak und nachfolgender Verseifung bereitete 
und ihre Eigenschaften und Verbindungen näher beschrieb. Die 
Aminosäure erscheint besonders interessant wegen ihrer Be- 
ziehungen zur Mandelsäure, in welche sie durch Einwirkung von 
salpetriger Säure übergeführt werden kann. Ein Abbau der 
Phenyl-Amino-Essigsäure ist auch bei physiologischen Prozessen 
beobachtet worden. So fand Schotten 4), daß, wenn man diese 
Aminosäure einem Hunde verfüttert, sie zum Teil als Mandel- 
säure in den Harn übergeht. Eine gleiche Desamidierung konnten 
Tiemann und Friedländer’) bei der ‚„Pankreasfäulnis‘‘ der 
Phenyl-Amino-Essigsäure feststellen. Doch berichten diese For- 
scher nicht, ob die Phenyl-Amino-Essigsäure, die infolge des Er- 
satzes eines Wasserstoffatoms der Methylengruppe durch die 
NH,- Gruppe ein asymmetrisches Kohlenstoffatom besitzt, dabei 
in aktive Mandelsäure übergegangen ist und ob die angewandte 
Racemverbindung asymmetrische Spaltung erfahren hat. 

Nachdem nun neuerdings gelegentlich der Arbeiten über die 
alkoholische Gärung der Aminosäuren®) festgestellt war, daß die 
Hefe die Phenyl-Amino-Essigsäure in Benzylalkohol und Benz- 
aldehyd überzuführen vermag, schien es von großem Interesse, 
näher zu untersuchen, ob bei der Vergärung eine asymmetrische 
Spaltung der Aminosäure stattfindet. 

Den definitiven Nachweis einer solchen erbringen die folgen- 
den Versuche, durch die zum erstenmal die «-Amino-Phenyl-Essig- 


1) Über die Spaltung der «-Amino-Phenyl-Essigsäure durch Hefe wurde 
bereits in der Sitzung der Deutschen chemischen Gesellschaft in Berlin am 
26. November 1906 vorläufig berichtet. 

2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 11, 2002, 1878. 

з) Ber. d Deutsch. chem. Ges. 13, 383, 1880. 

4) Schotten, Zeitschr. f. physiol. Chem. 8, 66. 

5) Ber. а. Deutsch. chem. Ges. 14, 1969, 1881. 

6) Е. Ehrlich, Ber. д. Deutsch. chem. Сев. 40, 1047, 1907. 
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säure in optisch aktiver Form, und zwar in einer in wässeriger und 
salzsaurer Lösung linksdrehenden Modifikation bekannt wird. 

Vergärt man nämlich die Phenyl-Amino-Essigsäure mit viel 
Zucker und Hefe, wobei man wegen der Schwerlöslichkeit der 
Aminosäure stets eine verhältnismäßig große Menge Zucker- 
lösung anwenden muß, so verschwindet regelmäßig ungefähr die 
Hälfte der Aminosäure aus der Lösung, und der nach der Ver- 
gärung zurückgewonnene Teil der Verbindung erweist sich jedes- 
mal als optisch aktiv. Je nach der Art der Fraktionierung zeigt 
indes die wiedererhaltene Substanz von der Bruttozusammen- 
setzung der ursprünglich angewandten ein sehr verschiedenes 
Drehungsvermögen, was daher rührt, daß bei der Vergärung mit 
Hefe stets ein relativ großer Teil der racemischen Aminosäure un- 
angegriffen bleibt, und daß dann bei den verschiedenen Оре- 
rationen des Umkrystallisierens sich in ihrer Zusammensetzung 
wechselnde Krystallgemische der inaktiven und aktiven Amino- 
säure bilden. Entsprechend der Schwerlöslichkeit der Racem- 
verbindung in Wasser sind die sich zuerst abscheidenden Frak- 
tionen meist optisch inaktiv oder doch nur von relativ geringer 
optischer Aktivität. Stark linksdrehende Substanzen waren 
immer erst aus den am leichtesten löslichen Fraktionen zu ge- 
winnen, doch stets nur in geringer Menge und von einem spezi- 
fischen Drehungsvermögen, das bei den verschiedenen Versuchen 
innerhalb weiter Grenzen schwankte. Da es sich zeigte, daß die 
optisch aktive Aminosäure durch Säuren leicht racemisierbar ist, 
so wurde, um eine Einwirkung der bei der Gärung entstandenen 
Säuren zu verhindern, in einzelnen Fällen in der Weise operiert, 
daß man die vergorene, von der Hefe abfiltrierte Lösung sofort 
mit Ammoniak bis zur deutlich alkalischen Reaktion versetzte 
und während des Eindampfens durch Zufügung neuer Ammoniak- 
mengen dauernd schwach alkalisch erhielt. Aber selbst bei dieser 
Arbeitsweise, die jede Wiederracemisierung der optisch aktiven 
Aminosäure auszuschließen schien, wurde wieder ein ähnliches 
Gemisch von racemischer und aktiver Verbindung gewonnen, 
dessen Zusammensetzung sich auch nicht wesentlich änderte, 
wenn die einmal vergorene Susbtanz nochmals mit Hefe und 
Zucker zur Vergärung angesetzt wurde. 

Man muß daher annehmen, daß die Phenyl-Amido-Essigsäure 
im Gegensatz zu den bisher untersuchten Aminosäuren wie Leucin, 
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Alanin usw. sich durch Hefe nicht in dem Sinne spalten läßt, daß 
vorzugsweise nur die eine Komponente assimiliert und die andere 
fast unangegriffen zurückbleibt. Vielmehr scheint es, daß die 
Unterschiede in der Angriffsgeschwindigkeit der beiden optischen 
Modifikationen dieser Aminosäure durch die Hefe so geringe sind, 
daß auch bei Vergärung mit sehr viel Hefe und Zucker stets nur 
ein relativ kleiner Teil der weniger leicht assimilierbaren 1-Кот- 
ponente nach beendeter Gärung überschüssig zurückbleibt. 
Immerhin ließ sich nach der Vergärung der racemischen 
Phenyl-Amido-Essigsäure durch eine zweckentsprechende Anreiche- 
rung der leicht löslichen Fraktionen regelmäßig, wenn auch in 
kleinen Mengen, eine linksdrehende Aminosäure von auffallend 
hoher optischer Aktivität isolieren. In zwei fast übereinstimmen- 
den Fällen wurde ihre spezifische Drehung zu [2] = — 140,95° in 
10 proz. Salzsäure, die ihrer Phenyl-Cyanat-Verbindung in al- 
kalischer Lösung zu [х 2 = —129,27° gefunden. In einem Falle 
ließ sich sogar eine noch etwas höher drehende Aminosäure ab- 
scheiden, sie zeigte nämlich in salzsaurer Lösung [a] = —144,83° 
und gleichzeitig in wässeriger Lösung [a] =—90,35°. Die 
optisch-aktive Aminosäure war in Wasser bedeutend leichter lös- 
lich als die racemische und löste sich zum Unterschied von dieser 


auch relativ leicht in verdünntem Alkohol. Da indes die race- . 


mische Phenyl- Amido- Essigsäure in ihrer Löslichkeit von der 
optisch aktiven sehr stark beeinflußt und schon bei Gegenwart 
von geringen Mengen der letzteren viel leichter von Wasser und 
Alkokol aufgenommen wird, so läßt sich auch nach den obigen 
Auseinandersetzungen nicht mit Sicherheit angeben, ob die 
Aminosäure von der bezeichneten Drehung die reine l-Kompo- 
nente und nicht etwa ein Gemisch derselben mit dem Racem- 
körper darstellt. Hierüber wird erst die Spaltung der inaktiven 
Verbindung mittels einer anderen Methode entscheiden können. 

Jedenfalls läßt sich schon auf Grund der folgenden Versuche 
behaupten, daß die hier zum erstenmal beschriebene op- 
tisch aktive Phenyl-Amido-Essigsäure von allen bisher 
bekannt gewordenen Aminosäuren außer dem Cystin 
das höchste Drehungsvermögen besitzt. Es erscheint dies 
um so merkwürdiger, als das nächsthöhere Homologe dieser 
Aminosäure, das Phenyl-Alanin (Phenyl- Amido-Propionsäure) 
C,H,- СН,. CHNH, - CO,H, eine bedeutend geringere Drehung auf- 


= a А 


448 F. Ehrlich: 


weist, nämlich 35,08 in wässeriger und 7,07 in salzsaurer Lösung. 
Nicht minder beachtenswert ist aber, daß das spezifische Dre- 
hungsvermögen der optisch-aktiven Phenyl-Amido-Essigsäure unter 
fast dieselbe Größenordnung fällt wie dasjenige der ihr chemisch 
so nahe stehenden Mandelsäure, deren 1-Komponente nach 
Walden!) in wässeriger Lösung [x] =— 153° dreht. Es soll ver- 
sucht werden, die optisch-aktive Phenyl-Amido-Essigsäure durch 
salpetrige Säure in optisch-aktive Mandelsäure überzuführen und 
auf diese Weise die stereochemischen Beziehungen beider Ver- 
bindungen festzustellen. Es dürfte dies namentlich in der Hinsicht 
von Interesse sein, als nicht ausgeschlossen erscheint, daß die 
aktive Phenyl- Amido - Essigsäure vielleicht in der Natur vor- 
kommt. 

Als Ausgangsmaterial für die verschiedentlich variierten, im 
folgenden näher beschriebenen Gärversuche diente eine von Kahl- 
baum - Berlin bezogene Phenyl-Amino-Essigsäure, die in ihren 
Eigenschaften mit der von Tiemann und anderen Forschern be- 
schriebenen übereinstimmte; sie wurde vor ihrer Verwendung 
durch Umkrystallisieren aus Wasser gereinigt. Die reine Säure 
schmolz im geschlossenen Rohr unter Schäumen bei 303—305°. 

I. 10 g synthetische «-Amino-Phenyl-Essigsäure wurden zu- 
sammen mit 350 g Zucker in einem 4 1-Kolben in ungefähr 31 Wasser 
durch längeres Erwärmen auf dem Dampfbade gelöst. Das Erhitzen 
muß gewöhnlich einige Stunden unter häufigem Schütteln fort- 
gesetzt werden, da die Aminosäure von Wasser sehr schwer be- 
netzbar ist und sich darin erst bei längerer Berührung vollständig 
löst. In die abgekühlte Lösung, aus der infolge ihres reichlichen 
Zuckergehaltes auch bei längerem Stehen die Aminosäure nicht 
auskrystallisiert, wurden 150 g frischer Preßhefe eingetragen. Die 
Gärung setzte scheinbar langsamer ein als beianderen Aminosäuren, 
war aber ebenfalls nach zwei Tagen beendet. Nach vollständigem 
Abfiltrieren und Auswaschen der Hefe wurde die vergorene Flüssig- 
keit bis zu beginnender Krystallisation eingedampft. Nach zwölf- 
stündigem Stehen wurden die abgeschiedenen Krystalle abgesaugt 
und mit wenig kaltem Wasser und Alkohol gewaschen. Roh- 
ausbeute 4,6 g. Durch Umkrystallisieren wurden 4 g reine Sub- 
stanz erhalten, von der eine Lösung von 0,5 g in ungefähr 12 eem 


1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 17, 706. 


Spaltung racemischer Aminosäuren mittels Hefe. П. 449 


10 proz. Salzsäure, im 200 mm-Rohr beobachtet, sich als voll- 
kommen inaktiv erwies. 

Aus den schwach linksdrehenden EEN der ersten 
Fraktion wurde noch eine zweite leichter lösliche Fraktion ge- 
wonnen, die beim Umlösen aus Wasser ca. 1 g reiner linksdrehender 
Substanz ergab. 

‚0,3661 g Substanz wurden gelöst in 10 proz. Salzsäure. Ge- 
а der Lösung 15,5190 р. Prozentgehalt 2,35. Spez. 
Gewicht 1,0694. д2 im 200 mm - Rohr 5,78° nach links: 

[a] = — 111,01°. 


II. Der Versuch wurde mit weniger Substanz bei gleich- 
bleibender Hefe- und Zuckermenge ausgeführt. 
Es wurden zusammen vergoren: 
5g di-Phenyl-Amino-Essigsäure, 
350 g Raffinade und 
150 g Hefe 


in 31 Wasser innerhalb drei Tagen. Die Vergärung verlief im 
übrigen wie früher angegeben. Es wurden gewonnen: 


1. Fraktion : Rein 1,9g. 
0,3673 g Substanz wurden gelöst in 10 proz. Salzsäure. Ge- 
samtgewicht der Lösung 14,4238 р. Prozentgehalt 2,54. 
Spez. Gewicht 1,0689. ai im 200 mm-Rohr 2,48° nach 
links: 
[о El — 45,67°. 
2. Fraktion: Rein 0,45 g. 
0,2857 р Substanz wurden gelöst in 1Oproz. Salzsäure. Ge- 
samtgewicht der Lösung 14,5849 р. Prozentgehalt 1,95. 
Spez. Gewicht 1,0683. a% im 200 mm-Rohr 5,64° nach 
links: 
[a] = — 135,4°. 
ПІ. Gegenüber dem vorigen Versuch wurde nun die Неѓе- 
zu gesteigert. Zusammen vergoren wurden: 
5 g dl-Phenyl-Amino-Essigsäure, 
350 g Raffinade, 
200 g Hefe 


in 31 Wasser innerhalb drei Tagen. Es wurden gewonnen: 
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1. Fraktion : Rein 1,9g fast inaktiv. 
0,3700 р Substanz wurden gelöst in 10 proz. Salzsäure. Ge- 
samtgewicht der Lösung 6,1751 д. Die Lösung dreht im 
ldem-Rohr nur — 0,24°. 


2. Fraktion : Rein 1,1g. 

0,3711 р Substanz wurden gelöst in 10 proz. Salzsäure. Ge- 
samtgewicht der Lösung 10,1409 g. Prozentgehalt 3,65. 
Spez. Gewicht 1,0547. ai im 200 mm- Rohr 8,29° nach 
links: 

Lef = — 107,67°. 

Eine geringere Konzentration der Salzsäure!) übt keinen 
Einfluß auf die spez. Drehung der aktiven salzsauren Phenyl- 
Amino-Essigsäure aus, wie der folgende Versuch zeigt: 

0,1856 g Substanz wurden gelöst in 5proz. Salzsäure. Ge- 
samtgewicht der Lösung 9,9648g. Prozentgehalt 1,86. Spez. 
Gewicht 1,0506. 22 im 200 mm - Rohr 4,20° nach links: 

[a] = — 107,47°. 


IV. Die Hefemenge wurde bei diesem Versuch bedeutend 
herabgesetzt. Zusammen vergoren wurden: 


10 g dl-Phenyl-Amino-Essigsäure, 
350 g Raffinade, 
50 g Hefe 
in 31 Wasser innerhalb acht Tagen. Es wurden gewonnen: 
1. Fraktion: Rein 3,3 g inaktiv. 
2. Fraktion : Rein 0,95 g. 
0,3787 g Substanz wurden gelöst іп 10 proz. Salzsäure. Ge- 
samtgewicht der Lösung 10,2232 р. Prozentgehalt 3,74. 
Spez. Gewicht 1,0535. am im 200 mm - Rohr 10,38° nach 
links: 
[0 2 = —102,01°. 
3. Fraktion: Rein 0,4 g. 
0,2781 р Substanz wurden gelöst in 10 proz. Salzsäure. Ge- 
samtgewicht der Lösung 9,6196 g. Prozentgehalt 2,89. 


1) Vorausgesetzt, daß so viel Salzsäure angewendet wird, wie zur 
Überführung in das salzsaure Salz erforderlich ist. 
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Spez. Gewicht 1,0533. х2 im 200 mm - Rohr 8,46° nach 
links: 
ſa = — 138,95°. 


V. Von früheren Vergärungen herrührende Präparate der 


aktiven Substanz, die einzeln folgende Drehungswerte besaßen, 
wurden gesammelt: 


Probe 1) [a] = — 107,67°, 


nm 2) en = — 103,41 д? 
„ 3) on = —127,48°, 
„ A „ =-110,86°. 


Das Gemisch dieser Proben in einer Menge von ungefähr 3 g 
wurde in kochendem Wasser suspendiert und unter stetem Sieden 
so viel Wasser zugegeben, bis gerade Lösung der Aminosäure ein- 
getreten war. Sodann wurde nach kurzem Aufkochen mit Tier- 
kohle filtriert und das Filtrat zwölf Stunden in einem kühlen 
Raum aufbewahrt. Die ausgeschiedene Aminosäure wurde durch 
Absaugen entfernt, und nur das klare Filtrat für die weiteren 
Versuche verwendet. Die Flüssigkeit wurde eingedampft und der 
Trockenrückstand aus са. 20proz. Alkohol umkrystallisiert. 

Auf diese Weise ließen sich ungefähr 2 g in feinen, farblosen, 
glänzenden Nädelchen krystallisierende Substanz isolieren, deren 
Drehung nur sehr wenig höher war, als sie bei Versuch IV be- 
obachtet wurde. Der Schmelzpunkt des reinen aktiven Körpers 
differiert kaum von dem der Racemverbindung. In offener Capil- 
lare bei schnellem Erhitzen schmilzt die Substanz bei 293°, in 
geschlossener bei 303—305° unter Aufschäumen. Zur Analyse 
wurde die Verbindung bei 110° getrocknet. 


0,1722 р Substanz: 0,4021 р CO, 0,0953 р H,O. 
0,1580 e Substanz: 12,8 cem N (16°, 747 mm). 
C,H,NO,. Ber. С 63,57 Н 5,96 N 9,27. 

Gef. „ 63,71 „ 6,09 „ 9,40. 

In wässeriger Lösung dreht die Substanz schwächer links als 
іп salzsaurer. Für die Bestimmung des optischen Drehungsver- 
mögens wurde die Substanz in lOproz. Salzsäure gelöst, da sie 
in höher konzentrierter Säure zu schwer löslich ist. 

0,3736 g Substanz wurden gelöst іп 10 proz. Salzsäure. Ge- 

samtgewicht der Lösung 10,1629 g. Prozentgehalt 3,67. 
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Spez. Gewicht 1,0555. ai im 200 mm - Rohr 10,92° nach 
links: 
[xp = —140,96°. 


Das Chlorhydrat der l-&-Amino-Phenyl- Essig- 
säure, durch langsames Verdunsten der salzsauren Lösung der 
Aminosäure erhalten, krystallisiert in derben durchsichtigen 
Prismen. Im Vakuumexsiccator über Schwefelsäure getrocknet 
schmelzen diese in offener Kapillare erhitzt bei 242 —244° unter 
Zersetzung. Im geschlossenen Röhrchen zeigt sich ein schärferer 
Schmelzpunkt bei 235°. 


Die Phenyl-Cyanat-Verbindung der 1-х - Amino- 
Phenyl-Essigsäure. 
С.Н, · СН - COOH 
| 


NH 
| 
CO NH C,H,. 


0,85 g Substanz wurden in 6 ccm Normalnatronlauge gelöst 
und die stark abgekühlte Lösung unter Schütteln allmählich mit 
1 g Phenylisocyanat versetzt. Von dem sich gegen Ende der 
Reaktion abscheidenden Phenylharnstoff wurde nach Zusatz von 
Tierkohle abfitriert und das Filtrat mit verdünnter Salzsäure an- 
gesäuert. Der dabei anfangs emulsionsartig sich ausscheidende 
Niederschlag erstarrte in kurzer Zeit zu einem Krystallbrei, der 
scharf abgesaugt, mit Wasser gewaschen und aus 50 proz. Al- 
kohol umkrystallisiert wurde. Die Phenyl-Cyanat-Verbindung 
krystallisiert in kleinen farblosen Nädelchen, die, bei 105° ge- 
trocknet, bei 168° unter Schäumen schmelzen. Die Verbindung 
ist in Wasser fast unlöslich, löst sich dagegen leicht in Alkohol. 
0,1770 g Substanz: 15,4 cem N (12°, 755 mm). 
Gel, N Als, Ber. N 10,76. 
Gef. „ 10,84. 


Spez. Drehung in п/, Natronlauge. 

0,5216 g Substanz gelöst in ”/, Natronlauge. Gewicht der 
Lösung 10,1362 р. Prozentgehalt 5,15. Spez. Gewicht 
1,0319. д2 im 200 mm-Rohr 13,74° nach links: 

[о 2 = —129,27°. 
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Das Phenyl-Hydantoin der I-«-Amino-Phenyl-Essig- 
säure (l-Diphenylhydantoin) 


C,H, е СН е CO 
| 
NH 
i 
СО — NO, 


wurde durch mehrfaches Einkochen der Phenyl-Cyanat-Verbindung 
mit viel verdünnter Salzsäure beim Abkühlen der konzentrierten 
Lösung in Form feiner Nädelchen erhalten. Es wurde zur Reini- 
gung aus Äthylalkohol umkrystallisiert. Schmelzpunkt 191°. 


0,0965 g Substanz: 9,2 ccm N (13°, 765 mm). 
GAN, Ber. N 11,57. 
Gef. ,, 11,48. 


Die Substanz ist in der Kälte in den gewöhnlichen Lösungs- 
mitteln schwer löslich, leichter löst sie sich beim Erwärmen in 
Wasser, Alkohol, Chloroform und Benzol. Die alkoholische 
Lösung der reinen Substanz zeigt deutliche Lin ksdrehung. 


VI. Zusammen vergoren wurden: 
10 р dl-Phenyl-Amido-Essigsäure, 
350 g Rohrzucker und 
150 g frische Preßhefe 


in 3 1 Wasser innerhalb 3 Tagen. Sofort nach beendeter Gärung 
wurde die Flüssigkeit von der Hefe durch Tonfilter abgesaugt, 
die klare Lösung durch Zusatz von wässerigem Ammoniak 
alkalisch gemacht und auf dem Wasserbad zum dünnen Sirup 
eingedampft, wobei durch stetes Zufügen von neuen Mengen 
Ammoniak dafür Sorge getragen war, daß die alkalische Reaktion 
dauernd erhalten blieb. Die ausgeschiedene Krystallmasse wurde 
nach längerem Stehen abgesaugt, auf Ton völlig getrocknet und 
aus Wasser und in den leichter löslichen Fraktionen aus ver- 
dünntem Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute an Rohprodukt 
4,25 g. Daraus wurden rein gewonnen: 


1. Fraktion: in Wasser schwer löslich 1,6 g. Optisch inaktiv. 
2. Fraktion: 0,9 g. Spezifische Drehung in 10 proz. Salzsäure 
[a = —114,31°. 


3. Fraktion: Lie, In 10proz. Salzsäure [®] = —188,64°. 
30* 
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VII. 3,7 g eines Gemisches aus aktiver und inaktiver Phenyl- 
Amido-Essigsäure von früheren Vergärungen (Präparate von 
[&}p = —45° bis — 138°) wurden mit 200 g Zucker in 2 1 Wasser 
gelöst durch 100 g frische Hefe innerhalb 3 Tagen vergoren. 
Die wieder unter Zusatz von Ammoniak wie bei Versuch VI 
verarbeitete Lösung lieferte 2,3 g Rohprodukt zurück, aus dem 
durch Umkrystallisieren aus 30proz. Alkohol 2 g reine Amino- 
säure in folgenden Fraktionen zu gewinnen war: 


1. Fraktion 0,35g іп 30proz. Alkohol unlöslich. 
[a] = —76,97° (in Lü proz. Salzsäure ebenso wie 
folgenden Fraktionen). 


2. Fraktion 1,35 g. 
ſa = — 135,93°. 


Es wurde versucht, diese Fraktion durch Auskochen mit 
verdünntem Alkohol noch weiter zu zerlegen. 1 р wurde mit 
300 ccm 50proz. Alkohols am Rückflußkühler gekocht, wobei 
schnell Lösung eintrat. Über Nacht krystallisierten feine glän- 
zende Nädelchen aus, die abfiltriert und bei 110° getrocknet 
wurden. 0,55 р. Ihre spezifische Drehung betrug ſa = — 131,92. 

Das alkoholische Filtrat wurde verdampft und der Rück- 
stand noch einmal aus verdünntem Alkohol umkrystallisiert. 
[a] = — 137,95°. 

Durch fraktionierte Krystallisation aus Alkohol ist also keine 
wesentliche Abtrennung des Racemkörpers von dem aktiven 
zu erreichen. 


3. Fraktion 0,3 р. 
Spezifische Drehung in Salzsäure. 

0,1655 р Substanz (bei 110° getrocknet) in 10 proz. Salz- 
säure gelöst. Gesamtgewicht der Lösung 4,5112 g. Pro- 
zentgehalt 3,67. Spez. Gewicht 1,0555. д2 im 2 dem-Rohr 
— 5,61°. 

af = — 144,83 °. 


Spezifische Drehung in wässeriger Lösung. 
0,0846 g Substanz zu 14,9807 g in Wasser gelöst. Prozent- 
gehalt 0,57. ai im 2dem-Rohr —1,03°. 
[a] = —90,35°. 
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1 Teil der Substanz erforderte 177 Teile Wasser von 14° 
zur Lösung. 


VII. Die leichte Racemisierbarkeit der optisch-aktiven 
Phenyl-Amido-Essigsäure durch Säuren ergibt sich aus folgenden 
Versuchen: 


1. 20 g einer Lösung von ca. 0,4 g aktiver Aminosäure in 
10 proz. Salzsäure wurden in einem weithalsigen Gläschen einige 
Zeit auf dem Wasserbade erhitzt, dann abgekühlt und die ver- 
dampfte Flüssigkeit wieder zum selben Gewicht aufgefüllt. 


. (Beobachtungen sämtlich im 200 mm - Rohr.) 
Anfangsdrehung. . . . 2 2: 2: 2 2 nn nn nn — 10,87°, 
Drehung nach zweistündigem Erhitzen ...... — 10,53°, 

e nach weiterem 2 Stunden langem Erhitzen —10,18°. 


2. Eine Lösung von 1 g aktiver Aminosäure in 30 ccm ca. 
5prozentiger Salzsäure wurde längere Zeit am Rückflußkühler 
gekocht. 


Anfängliche Drehung . . . . . 2 2 2222. —4,37°, 
Drehung nach dreistündigem Kochen . . ..... —4,23°, 
N nach im ganzen siebenstündigem Kochen. . —4,08°. 


Optisch-aktive &-Amino-Methyl-Äthyl-Essigsäure (Isovalin). 
ОН, +. 

С.Н,/ 

Die «-Amino-Methyl-Äthyl-Essigsäure, die zum Valin іп analo- 

gen chemischen Beziehungen steht wie das Isoleucin zum Leucin: 


CNH, = CO,H e 


CHSJCH - CH, - CHNH, - 00,H CH’)CH - CHNH, - 00, H 
: Leucin í Valin 

CHa SCH . CHNH, - CO,H СН SONH, - CO,H 

— Isoleucin — Isovalin 


und die man deswegen auch ‚‚Isovalin‘‘ nennen könnte, ist bisher 
ebenfalls nur in der Racemform bekannt. 

Ihre Aktivierung hat in mehrfacher Richtung großes Interesse, 
vor allem aus dem Grunde, weil ihr Vorkommen in der Natur 
durchaus im Bereich der Möglichkeit liegt. Zwar hat die Durch- 
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forschung der Leucinfraktion des Eiweißes!), in der man die 
Gegenwart dieser Aminosäure zuerst vermuten könnte, bisher 
keine Anhaltspunkte für ihr Vorhandensein gegeben. Indes ist 
zu berücksichtigen, daß das Isovalin selbst und in seinen Derivaten 
derartig leicht löslich und auch augenscheinlich leicht racemisierbar 
ist, daß es vielleicht infolge dieser Eigenschaften und ferner 
seiner Fähigkeit, mit andern Aminosäuren Mischkrystalle zu bilden, 
allen Isolierungsversuchen bis jetzt entgangen ist. Für seine 
Existenz als Eiweißspaltungsprodukt könnten in gewissem Sinne 
die interessanten Befunde С. Neubergs und Rosenbergs?) 
sprechen, die neuerdings gezeigt haben, daß bei der Fäulnis von 
Casein und Leim sich optisch-aktive Valeriansäure bildet, deren 
Entstehungsmöglichkeit aus «-Amino-Methyl-Essigsäure gemäß 
dem Schema 
СН, \ СН, \ 
GH,’ C,H,’ 
sie diskutieren. Doch kann man hier ebenso gut annehmen, wie 
auch die genannten Autoren andeuten, daß die optisch-aktive 
Valeriansäure sich durch komplizierteren Abbau aus dem Isoleucin 
(ev. durch die Wirkung anderer Pilze oder Bakterien vor der 
eigentlichen Fäulnis) gebildet hat, eine Möglichkeit, auf die schon 
früher an anderer Stelle®) hingewiesen wurde. Es ließe sich außer- 
dem noch einwenden, daß ein Gehalt namentlich der pflanzlichen 
Eiweißstoffe an Isovalin sich vor allem im Fuselöl durch das 
Vorhandensein von optisch-aktivem sekundären Butylalkohol 
hätte bemerkbar machen müssen, entsprechend der früher für die 
alkoholische Gärung der Aminosäuren®) allgemein entwickelten 
Gleichung: 
—— ‚сон +н,0 = CH) 
Aber auch hier hat vielleicht nur die große Schwierigkeit, diesen 
Alkohol, der sich ebenfalls sehr leicht racemisiert®), vom Isobutyl- 


CNH, - COOH — CH - CO,H 


CHOH + СО, + МН, . 


1) Siehe die vorstehende Mitteilung. 

2) C. Neuberg und Е. Rosenberg, Sitzungsber. d. Kgl. Preuß. 
Akad. d. Wissensch. vom 16. Mai 1907. Diese Zeitschr. 7, 178, 1907. 

3) К. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 2547, 1907. 

4) Е. Ehrlich, Diese Zeitschr. 1, 8; 2, 52, 1906. Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 40, 1027, 1907. 

6) R. Meth, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. A0, 695, 1907. 
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oder anderen Alkoholen naheliegender Siedepunkte zu trennen, 
seine Erkennung und Isolierung verhindert. 

Wie die nachstehend beschriebenen Untersuchungen zeigen, 
gelingt es durch partielle Vergärung der racemischen &-Amino- 
Methyl-Äthyl-Essigsäure mit Hefe eine bisher unbekannte optisch- 
aktive, in wässeriger und salzsaurer Lösung linksdrehende Modifi- 
kation zu gewinnen, die also möglicherweise den optischen Anti- 
poden eines natürlich vorkommenden d-Isovalins bildet. Ob die 
im folgenden zum erstenmal beschriebene aktive Verbindung die 
1-Котропепќе der &-Amino-Methyl-Äthyl-Essigsäure mit dem 
vollen Drehungswert darstellt und nicht etwa partiell racemi- 
siert ist, ließ sich nicht mit Sicherheit entscheiden, da ein Ver- 
gleich mit einer anderen Spaltungsmethode bisher nicht möglich 
war. Bei einer sehr großen Anzahl unter allen möglichen Varia- 
tionen der Mengenverhältnisse von Aminosäure, Zucker und Hefe 
durchgeführter Gärversuche verschwand stets ein beträchtlicher 
Teil der Aminosäure, die zurückbleibende optisch-aktive Substanz 
besaß aber ein sehr wechselndes Drehungsvermögen, wenn die 
Aufarbeitung der Lösungen in der bisher üblichen Weise geschah. 
Präparate von maximaler Drehung ließen sich erst durch Ein- 
dampfen der frisch vergorenen Flüssigkeiten unter Zusatz von 
Ammoniak gewinnen. 

Das aktive Isovalin zeigt merkwürdigerweise in wässeriger 
Lösung ein höheres spezifisches Drehungsvermögen als in salz- 
saurer Lösung. Als höchste Drehung wurde bisher beobachtet 
in Wasser [ж] = —9,10° und in 20 proz. Salzsäure [®] = —6,11°. 
Die aktive Aminosäure ist ebenso wie die inaktive in Wasser 
und in Alkohol (in Konzentrationen von 70%, abwärts) sehr leicht 
löslich. Ihr Kupfersalz löst sich leicht in Methyl- und Äthyl- 
alkohol. 

Ihrer Konstitution entsprechend ist die optisch-aktive 
&-Amino-Methyl-Äthyl-Essigsäure offenbar sehr leicht racemisier- 
bar. Besonders die freie Aminosäure scheint in dieser Hinsicht 
sehr empfindlich zu sein und sich häufig schon beim Kochen ihrer 
wässerigen oder alkoholischen Lösung zum Teil in die Racem- 
verbindung umzuwandeln. Das geht unter anderm schon daraus 
hervor, daß aus den alkoholischen Filtraten des höchstdrehenden 
Isovalins immer nur schwächer drehende und oft sogar inaktive 
Fraktionen beim Eindampfen abgeschieden werden konnten. 
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Dagegen erwies sich das salzsaure Salz der Aminosäure in seiner 
Aktivität als viel beständiger. 

In Übereinstimmung mit den früheren Erfahrungen über die 
alkoholische Gärung der Aminosäuren ist mit großer Wahrschein- 
lichkeit anzunehmen, daß sich bei der Hefegärung des Isovalins 
entsprechend der obigen Gleichung optisch-aktiver sekundärer 
Butylalkohol von der Formel O p СНОН gebildet hat. Seine 
Isolierung aus den nach der Vergärung abdestillierten Flüssig- 
keiten haben sich indes bısher unüberwindliche Schwierigkeiten 
entgegengestellt, die im wesentlichen darin bestanden, daß die 
Abscheidung relativ so geringer Mengen des sekundären Butyl- 
alkohols von den großen Mengen Äthylalkohol und sein Nachweis 
neben dem bei diesen Gärversuchen aus autolysierter Hefe stets 
entstehenden linksdrehenden Amylalkohol unmöglich war. Viel- 
leicht läßt sich die Gewinnung von sekundärem Butylalkohol 
später einmal durch Vergärung von sehr großen Quantitäten 
Isovalin durchführen. 

Als Ausgangsmaterial für die Vergärung diente reine racemi- 
sche «-Amino-Methyl-Äthyl-Essigsäure, die aus dem Methyl-Äthyl- 
Keton durch Anlagerung von Blausäure und Ammoniak und 
Verseifung gewonnen war. Die zuerst von Slim тег!) angegebene 
Darstellungsweise der Aminosäure wurde in einigen Punkten 
wie folgt abgeändert: 

In einer Lösung von 100 g Methyl-Äthyl-Keton іп 800 ccm 
Äther wurden 100 g fein gepulvertes trockenes Cyankali suspen- 
diert und hierzu unter stetem Schütteln und starker Kühlung 
aus einer Bürette langsam 111 ccm Salzsäure vom spez. Gewicht 
1,19 zugetropft. Nach beendeter Reaktion blieb das Ganze einige 
Zeit stehen, dann wurde die ätherische Lösung vom gebildeten 
Kaliumchlorid abgegossen und letzteres mehrmals mit Äther 
nachgespült. Nach Vertreiben des Äthers im Vakuum bei un- 
gefähr 30° wurde die zurückbleibende hellgelbe Flüssigkeit mit 
240 ccm 10Oproz. alkoholischen Ammoniak vermischt und im 
eisernen Autoklaven 5 Stunden auf 50—60° erhitzt. Die resul- 
tierende Flüssigkeit wurde vorsichtig mit 100 ccm konzentrier- 
ter Salzsäure unter Kühlung versetzt, einige Zeit bei gewöhn- 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 406, 1902. 
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licher Temperatur aufbewahrt und nach Zufügung eines gleichen 
Volumens Salzsäure zunächst auf dem Dampfbade zur Vertreibung 
des Alkohols erhitzt. Nach mehrmaligem Einkochen mit frisch 
zugesetzter Salzsäure wurde die Lösung durch Eindampfen im 
Vakuum von dem größten Teil der Salzsäure befreit und schließlich 
unter vermindertem Druck bei ungefähr 50° vollständig ein- 
getrocknet. Der Rückstand wurde mit absolutem Alkohol auf- 
genommen, vom ungelöst bleibenden Chlorammon abfiltriert 
und das aus der alkoholischen Lösung beim Verdampfen des 
Alkohols im Vakuum gewonnene Krystallgemisch in viel Wasser 
gelöst. Darauf wurde zur Entfernung des Chlors mit Bleioxyd 
gekocht, aus dem Filtrat mit Schwefelwasserstoff das gelöste Blei 
gefällt und die schließlich erhaltene klare Lösung auf dem Wasser- 
bade zur Trockne verdampft. Es hinterblieben 82 g schwach 
gelb gefärbtes Rohprodukt, das zur weiteren Reinigung aus heiß- 
gesättigter wässeriger Lösung mit absolutem Alkohol gefällt 
wurde. Ausbeute an reiner «-Amino-Methyl-Äthyl-Essigsäure 77 р. 

Von den ungefähr zwanzig zuerst vergeblich mit vielfachen 
Variationen angestellten Gärversuchen seien im folgenden nur 
drei ausführlich beschrieben, bei denen die aktive Aminosäure 
jedesmal mit derselben geringen Drehung erhalten wurde. 

Es wurden angesetzt: 

I. 7р &-Amino-Methyl-Äthyl-Essigsäure, 

200 р Zucker, 
60 р Hefe 
in 2 1 Wasser. 


Dauer der Gärung 31/, Tage. Rohausbeute: 4,1 р; Reinausbeute: 
1,85 g. 
II. 10g a-Amino-Methyl-Äthyl-Essigsäure, 
300 g Zucker, 
150 g Hefe 
1п 21/, 1 Wasser. 


Dauer der Gärung 2 Tage. Rohausbeute: 4,4 g; Reinausbeute: 
3,25 р. 
ПІ. 10g &-Amino-Methyl-Äthyl-Essigsäure, 
300 g Zucker, 
200 g Hefe 
m 21/, 1 Wasser. 
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Dauer der Gärung 2 Tage. Rohausbeute: 3,8 р; Reinausbeute 
2,4 g. 

Die Verarbeitung der vergorenen Flüssigkeiten erfolgte all- 
gemein wie früher angegeben wurde. Versuch II wurde nur dahin 
abgeändert, daß die von der Hefe abfiltrierte Lösung vor dem 
Eindampfen zur Neutralisation mit der aus der Titration be- 
rechneten Menge Dis NaOH versetzt war. Beim III. Versuch 
wurde die vergorene hefefreie Flüssigkeit nach dem Abdestillieren 
des Alkohols mit Kupfercarbonat gekocht, filtriert und auf dem 
Wasserbade scharf eingedampft. Der zurückbleibende grünblaue 
Sirup wurde mit Methylalkohol ausgezogen. Aus der methyl- 
alkoholischen Lösung wurde der Alkohol abgedampft, der Rück- 
stand mit Wasser aufgenommen und aus der wässerigen Lösung 
das Kupfer mit Schwefelwasserstoff gefällt. Das Filtrat ergab 
ähnlich wie bei den andern Versuchen beim Konzentrieren einen 
Sirup, aus dem sich nach kurzem Stehen die Aminosäure fein 
krystallinisch abschied. Sie wurde daraus durch Absaugen, Ab- 
pressen auf Ton und Umlösen aus Alkohol rein gewonnen. 

Bei den drei erwähnten Versuchen ließ sich eine aktive 
Aminosäure isolieren, die, bei 110° getrocknet, jedesmal folgende 
Drehungswerte zeigte: 


Spezifische Drehung in wässeriger Lösung: 
0,6 g Substanz wurden gelöst in 12 cem Wasser. с = 5. 
Im 2dem-Rohr a7) = 0,50° nach links: 
Laf = —5,00°. 


Spezifische Drehung in salzsaurer Lösung: 


0,3793 g Substanz wurden gelöst in 20 proz. Salzsäure Ge- 
samtgewicht der Lösung 10,3409 g. Prozentgehalt 3,66. 


Im 2dem-Rohr д2 = 0,29° nach links: 
(ab = — 3,6°. 


Eine Aminosäure von beträchtlich höherem Drehungsver- 
mögen wurde erst nach folgendem Verfahren erhalten: 

9 g Isovalin wurden zusammen mit 300 р Zucker, in 21/, 1 
Wasser gelöst, durch 150 g frische Hefe vergoren. Dauer der 
Gärung 3 Tage. Die abgesaugte Lösung wurde, wie vorher bei der 
Phenyl-Amido-Essigsäure geschildert, unter stetem Zusatz 
von wässerigem Ammoniak, so daß eine schwach alkalische 
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Reaktion gegen Lackmus dauernd erhalten blieb, vorsichtig zum 
Sirup eingedampft. Die über Nacht auskrystallisierte Substanz 
wurde abgesaugt und auf Ton von der Mutterlauge möglichst 
vollständig befreit. Das in einer Menge von 4,45 g erhaltene 
Rohprodukt gab beim Umkrystallisieren aus Alkohol unter 
tropfenweisem Zusatz von Wasser in vier Fraktionen 3,54 g 
reine Aminosäure, die sich in Wasser und verdünntem Alkohol 
sehr leicht löste. 
1. Fraktion 1,47g. Zur Analyse wurde die Substanz bei 
110° getrocknet. 
0,1682 р Sbst.: 0,3183 g CO,, 0,1473 g H,O; 
0,1655 р Sbst.: 17,1 cem N (16°, 748 mm). 
C,H,,NO,. Ber. С 51,28, Н 9,40, N 11,95. 
Gef. „ 51,42, „ 9,69, , 12,01. 
Die Fraktion besaß die höchste bisher beobachtete Drehung. 


` Spezifische Drehung in wässeriger Lösung: 
0,5 р Substanz gelöst іп 10 eem Wasser. с = 5. 220) = 0.91° 
nach links im 2dem-Rohr. 
[x] = — 9,10°. 


Spezifische Drehung іп salzsaurer Lösung: 


0,3796 р Substanz gelöst in 20proz. Salzsäure. Gesamt- 
gewicht der Lösung 10,3500g. Prozentgehalt 3,67. Spez. 
Gew. 1,0943. ai = 0,48 nach links im 2 dem-Rohr. 


[0] = — 6,11°. 
2. Fraktion 1,17g. 
In Wasser [х] = —2,4°. 
3. Fraktion 0,3g. 
In Wasser [a] = —7,77°. 
4. Fraktion 0,6g. 
In Wasser [2]2 = —1,0°. 


Eine Lösung der aktiven Aminosäure in 20proz. Salzsäure 
zeigte auch nach zehnstündigem Kochen am Rückflußkühler 
keine wahrnehmbare Drehungsverminderung gegenüber der An- 


fangsdrehung. 
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Versuch zur Spaltung der ß-Amino-n-Buttersäure. 


Über die Einwirkung verschiedener Schimmelpilze auf 
ß-Amino-Buttersäure berichtet bisher nur О. Emmerling?), 
der jedoch bei keinem seiner Versuche ein Wachstum dieser 
Mikroorganismen feststellen konnte. 

Da es von großem Interesse war zu untersuchen, ob die Hefe 
auch -Aminosäuren angreift, wurden die folgenden Versuche 
unternommen in der Hoffnung, dabei eine asymmetrische Spaltung 
der ß-Amino-Buttersäure erzielen zu können. Der Ausfall dieser 
Versuche hat gezeigt, daß bei der Vergärung der ß-Amino-Butter- 
säure mit Zucker und Hefe aus der Lösung Stickstoff verschwindet, 
und daß dementsprechend jedesmal nur ein geringer Teil ß-Amino- 
säure zurückgewonnen wird, so daß man zu der Annahme ge- 
nötigt ist, daß die Hefe auch diese Aminosäure anzugreifen und 
für den Aufbau ihres Körpereiweißes zu verwenden vermag. 
Indes erwies sich die wieder zurückgewonnene Säure in zwei 
Fällen sowohl in wässeriger wie in salzsaurer Lösung als 
optisch vollkommen inaktiv. Vorausgesetzt, daß nicht etwa 
während des Versuches eine Wiederracemisierung stattgefunden 
hat, so wäre demnach ein symmetrischer Abbau der Aminosäure 
bei der Gärung erfolgt. Für diese Ansicht müßten allerdings noch 
weitere Beweise beigebracht werden. 

Als Ausgangsmateral diente reine ß-Amino-Buttersäure, die 
nach dem Verfahren von Engel?) aus der Crotonsäure durch 
Behandlung mit wässerigem Ammoniak dargestellt und durch 
mehrfache Umkrystallisation gereinigt war. Ihre Konstitution 
als die einer $-Amino-n-Buttersäure haben bekanntlich Fischer 
und Roeder?) sicher gestellt. 

I. 10 g ß-Amino-Buttersäure wurden zusammen mit 200 g 
Zucker in 2 1 Wasser gelöst und mit 200 g frischer РгеВһеѓе ver- 
goren. Nach 2 Tagen war die Gärung beendet. Die abfiltrierte 
hefefreie Flüssigkeit wurde nach Abdestillation des Alkohols mit 
Kupfercarbonat gekocht und die Kupferlösung zum Sirup ein- 
geengt, der mit Methylalkohol ausgelaugt wurde. Aus dem Filtrat 
wurde der Alkohol abgedampft, der Rückstand mit Wasser auf- 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 2289, 1902. 
2) Bull. Soc. Chim. 50, 102. 
3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 34, 3755, 1901. 
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genommen, das Kupfer mit Schwefelwasserstoff gefällt, das 
Filtrat vom Schwefelkupfer mit Tierkohle mehrmals behandelt, 
wieder mit überschüssigem Kupfercarbonat gekocht und die 
schließlich erhaltene Lösung des Kupfersalzes auf dem Wasser- 
bade vollständig eingedampft. Nach mehrtägigem Stehen krystalli- 
sierte aus dem rückständigen Sirup ein feinblättriges blaues 
Kupfersalz aus, das nach beendeter Krystallisation von der nur 
noch grünlich gefärbten Mutterlauge durch Absaugen und Pressen 
auf Ton befreit wurde. Auf diese Weise ließen sich 2,2 g Kupfer- 
salz gewinnen. Das reine Salz wurde in wässeriger Lösung mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt. Aus dem Filtrat des Schwefel- 
kupfers krystallisierten nach längerem Stehen beim Reiben mit 
dem Glasstab ungefähr 0,6 р Aminosäure aus, die, in konzentrierter 
wässeriger und salzsaurer Lösung beobachtet, keine Spur optischer 
Drehung zeigte. 

П. Vergoren wurde eine Lösung von 8 g ß-Amino-Butter- 
säure und 200 р Zucker in 21/, 1 Wasser mit 100g Hefe. Die 
Aufarbeitung der nach 2 Tagen vollständig vergorenen Flüssig- 
keit geschah in der oben angegebenen Weise, nur wurde dies- 
die Hefe besonders gründlich ausgewaschen und die Lösung 
nur einmal mit ’Tierkohle gereinigt. Es wurden 1,4 р trockenes 
mal Kupfersalz gewonnen. Die daraus in einer Menge von 
0,45 g isolierte Aminosäure erwies sich ebenfalls als vollkommen 
inaktiv. 

Um festzustellen, ob wirklich bei der Gärung der Stickstoff 
aus der Lösung verschwunden war, wurden sämtliche bei der 
Aufarbeitung des Kupfersalzes resultierenden Flüssigkeiten und 
Mutterlaugen auf das sorgfältigste gesammelt, nach Ansäuern 
mit Schwefelsäure eingedampft und wieder zu 500 ccm genau 
aufgefüllt. 100 ccm der so erhaltenen Flüssigkeit verbrauchten 
eingedampft und nach Kjeldahl verbrannt 41,6 ccm Di: Natron- 
lauge. Hieraus berechnet sich für das gesamte Filtrat von der 
Hefe, ausgenommen die 1,4 g Kupfersalz, ein Stickstoffgehalt 
von 0,5824 g. 

Diese Stickstoffmenge würde theoretisch 4,3 g Amino-Butter- 
säure entsprechen. Addiert man hierzu die in Form ihres Kupfer- 
salzes wiedergewonnene Menge der Aminosäure von rund 1,1 g, 
so ergibt sich folgende Bilanz der Vergärung der Amino- Butter- 
säure: 
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Angewandt . ....... . . . = 8,0 g Amino-Buttersäure. 
Aus d. vergor. Lös. zurückgew.: 
48 + 1,12 = 5,4 р. 
Folglich vergor. resp. von d. Hefe 
aufgenommen = 2,6 g Amino-Buttersäure. 


Wie sich indes bei dem ersten Versuch durch verschiedene 
Reaktionen feststellen ließ, sind während der Vergärung Stick- 
stoffsubstanzen aus der Hefe in Lösung gegangen, ähnlich wie 
das schon früher bei der Leucingärung!) beobachtet ist. Die 
Menge der von der Hefe assimilierten $-Amino-Buttersäure dürfte 
daher noch beträchtlich mehr als 2,6 g betragen. 


d-Serin. 

Das Serin, das von Cramer entdeckt und von Fischer 
und seinen Mitarbeitern?) als ein regelmäßiges Spaltprodukt der 
Proteine gefunden wurde, war bis vor kurzem nur in seiner in- 
aktiven Form bekannt. Erst E. Fischer und Jacobs?) ist die 
Spaltung des racemischen Serins mittels der Alkaloidsalze seiner 
p-Nitrobenzoylverbindung gelungen, nachdem E. Fischer schon 
vor längerer Zeit darauf hingewiesen hatte, daß das Serin wahr- 
scheinlich aktiv in den Eiweißstoffen vorhanden ist und bei der 
Hydrolyse racemisiert wird. Gelegentlich dieser ersten Spaltung 
ließ sich auch indirekt der Beweis erbringen, daß die natürliche 
in den Proteinen vorkommende Form das 1-Ѕегіп ist, da Fischer 
und Jacobs das von ihnen zuerst gewonnene Lenin mit Hilfe 
des Esters in sein Anhydrid verwandeln konnten, welches sich 
mit einem bei der Hydrolyse des Seidenfibroins isolierten Körper 
als identisch erwies. Neuerdings ist dann schließlich E. Fischer*) 
die direkte Gewinnung des aktiven Serins aus den Spaltprodukten 
der Seide mit Salzsäure gelungen. 

Der folgende Versuch kann indirekt als ein weiterer Beweis 
dafür gelten, daß das 1-Ѕегіп die natürlich vorkommende Form 
dieser Aminosäure ist, da die Hefe, die stets die natürliche Kompo- 
nente eines Racemkörpers bevorzugt, racemisches Serin bei der 
beschriebenen Vergärung asymmetrisch gespalten und dabei 


1) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 1027, 1907. 
э) Ber. а. Deutsch. chem. Ges. 39, 536, 1906. 

з) Ber. d Deutsch. chem. Ges. 39, 2942, 1906. 

4) Ber. d Deutsch. chem. Ges. 40, 1501, 1907. 
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reines d-Serin zurückgelassen hat. Außer einer sehr bequemen 
Gewinnungsmethode des optischen Antipoden des natürlichen 
Serins ist damit auch zum ersten Male ein Beispiel gegeben, daß 
die Hefepilze Oxyaminosäuren zu vergären vermögen, die sie 
jedenfalls ähnlich wie die Aminosäuren zu Alkoholen zu Glykolen 
abbauen. Bei der Vergärung des Serins müßte demnach ent- 
sprechend der Gleichung 


CH OH - CHNH, . СО,Н = CH,OH . СН,ОН + NH, + СО, 


Äthylenglykol entstehen, worüber später Näheres berichtet wer- 
den soll. 

Als Ausgangsmaterial diente nach dem Verfahren von Leuchs 
und Geiger!) synthetisch gewonnenes Serin. Aus 100 р Chlor- 
acetal wurden 20,3 р reine Aminosäure erhalten. 

10g reines а1-Ѕегіп wurden zusammen mit 300g Zucker in 31 
Wasser gelöst und die Lösung mit 200 р Hefe versetzt. Die Gärung 
setzte sofort sehr heftig ein und verlief sehr stürmisch innerhalb 
anderthalb Tagen. Die abfiltrierte zucker- und hefefreie Lösung 
wurde unter vermindertem Druck bis auf ein kleines Volumen 
eingeengt und nach Behandlung mit Tierkohle auf dem Wasser- 
bade vorsichtig zum Sirup verdampft. Nach zwölfstündigem 
Stehen unter starker Kühlung mit Eis und häufigem Reiben 
trübte sich der Sirup allmählich und schied schließlich einen feinen 
Krystallbrei ab. Dieser wurde scharf abgesaugt und auf Топ 
gepreßt, wobei ein schneeweißes Pulver in einer Menge von 2,8 g 
zurückblieb. Das Rohprodukt wurde in wenig Wasser gelöst 
und unter schwachem Erwärmen mit Tierkohle gereinigt. Das 
Filtrat wurde unter vermindertem Druck auf ein kleines Volumen 
eingeengt und die konzentrierte Lösung mit absolutem Alkohol 
bis gerade zur beginnenden Abscheidung der Aminosäure versetzt. 
Nach zwölfstündigem Stehen unter starker Kühlung krystallisierte 
das Serin in feinen Nadeln aus, die abgesaugt, mit absolutem 
Alkohol und Äther gewaschen und im Vakuum über Schwefelsäure 
getrocknet wurden. 

Auf diese Weise wurden 2,5 g reines d-Serin gewonnen. 

Die trockene Substanz, im Capillarrohr schnell erhitzt, wird 
bei ca. 205° braun und schmilzt unter Aufschäumen bei 223—224° 
(Fischer und Jacobs 223° [korr. 228°]). 


1) Ber. d Deutsch. chem. Ges. 39, 2644, 1906. 
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Die aktive Substanz schmeckt bedeutend süßer als die in- 
aktive, wie auch Fischer und Jacobs beobachtet haben. 


0,1762 р Substanz: 0,2210 р CO,, 0,1045 р H,O; 
0,1638 g Substanz: 18,1 cem N (16°, 769 mm). 
C,H.NO,. Ber. С 34,28, Н 6,73, N 13,33. 
Gef. ,, 34,24, ,, 6,58, ,, 13,59. 


Spez. Drehung in wässeriger Lösung: 

1,3999 g Substanz gelöst in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lösung 14,0315. Spez. Gewicht 1,0414. Prozentgehalt 
9,97. Drehung im 200 mm-Rohr bei 20° im Natrium- 
licht: 1,38° nach rechte. 

Lab = + 6,67° (Е. Fischer und Jacobs +6,87°). 


Spez. Drehung in salzsaurer Lösung: 

0,5009 Substanz wurden gelöst in 5 ccm n-Salzsäure. Gesamt- 
gewicht der Lösung 5,6152 g. Spez. Gewicht 1,0465. 
Prozentgehalt 8,92. Drehung im 1 dem-Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: 1,32° nach links. 

[®] = —14,14° (Е. Fischer und Jacobs [a] = —14,32°). 


Experimentelle Untersuchungen über den Einfluß von 
Arzneimitteln auf die Magensaftsekretion. 


III. Mitteilung. 
Beiträge zur Kenntnis der sekretionsfördernden Wirkung des Jods. 


Von 


Johann Feigl. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Patholagischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 4. Dezember 1907.) 


Einleitung. 

Der von J. P. Pawlow inaugurierten Methodik zum Studium 
der Vorgänge bei der Sekretion der Verdauungsfermente verdan- 
ken wir bereits eine Menge interessanter Untersuchungen. Erst 
diese Methodik setzte uns in den Stand, genau und gewissermaßen 
quantitativ zu verfolgen, wie die Tätigkeit der Verdauungsdrüsen 
sich abspielt, wie sie abhängig ist von mechanischen, chemischen 
und psychischen Reizen. Die Verfeinerung der experimentellen 
Technik hat denn auch dahin geführt, neben den rein theoretischen 
Fragen auch die Beurteilung klinischer Verhältnisse in Angriff 
zu nehmen. Auf dem Gebiete der praktischen Therapie war man 
bis dahin auf klinische Experimente angewiesen, war also von den 
Fehlern dieser stets abhängig gewesen. Und doch haben uns die 
späteren Untersuchungen, auf exakten Arbeitsmethoden mit phy- 
siologischer Grundlage beruhend, gezeigt, wie sehr wir den grund- 
legenden Arbeiten Pawlows im Hinblick auf therapeutische 
Fragen Fortschritte verdanken. 

Die externe wie interne Anwendung beliebiger Jodverbin- 
dungen hat in letzter Linie mit den gleichen Voraussetzungen zu 
rechnen. Die erwünschte Antisepeis bei äußerer Anwendung ver- 
langt labile organische Verbindungen, aus denen durch die alka- 
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lischen Sekrete Jod abgespalten werden kann, welches dann 
bakterientötend und fäulniswidrig zu wirken vermag. Substanzen, 
die diesen Ansprüchen nicht gerecht werden, sind zu dem ge- 
dachten Zwecke entweder durchaus unbrauchbar oder tragen 
eben nur vermöge ihrer Konstitution die antiseptische Eigenschaft. 
Hierhin gehören alle im Kern jodierten aromatischen Körper, 
die das Jod so gebunden enthalten, daß von einer Abspaltung 
durch die geringen alkalischen Mittel des Tierkörpers nicht die 
Rede sein kann. | 

Während also im Kern jodierten Benzolderivaten, Jodpheno- 
len (Trijodkresol, Jodsalole, Dijodsalicylsäureester, Dijodphenol- 
sulfosäure), Jodzimtsäure, Dijoddiphenylamin, Dijodkarbazol die 
Fähigkeit, überhaupt vermöge ihres Jodgehaltes bactericid zu 
wirken, abzusprechen ist, haben aliphatische Jodverbindungen so- 
wie aromatische mit Jod in der Seitenkette hier Erfolge gehabt. Eine 
ganze Reihe von diesen ist denn intern gegeben worden und hat der 
Forderung — freies Jod in alkalischer Lösung abzugeben — mehr 
oder minder entsprochen. Hierhin gehören neben den Jodfetten 
aromatische Körper wie Aristol, Europhen u. a., in denen die 
Bindung des Jods an Stelle des Wasserstoff im Hydroxyl seine 
Labilität gewährleistet. Genannt seien hier ferner das mit Jod- 
atomen überladene Jodol, das auch intern gegeben wurde, sowie 
Jodpräparate aus Alkaloiden (z. B. Lygosin). 

Wir müssen die Wirkung labil gebundenen Jods in organischen 
Komplexen als die Wirkung des Jodions ansehen. 

Diese Bindung bringt es eben mit sich, daß alkalische Körper- 
flüssigkeiten befähigt sind, das Jod wieder abzuspalten. Es 
wird also in letzter Linie wieder jodwasserstoffsaures Salz vor- 
handen sein, und daran müssen wir also anknüpfen, wenn wir 
über das Verhalten jodhaltiger Heilmittel im Verdauungstraktus 
etwas aussagen wollen. Freilich ist wohl zu beachten, daß diese 
Abspaltung — je nach der Bindung — schnell oder langsam vor 
sich gehen kann, daß wir also in der Hand haben, durch geeignete 
Auswahl des Arzneistoffes entweder sofort oder ganz allmählich 
das Jod in Freiheit zu setzen. 

Diese Verhältnisse finden zum Teil ihren Ausdruck in der 
„Jodausscheidungskurve‘, die für die Beurteilung von Jodmedika- 
menten interessant, ja maßgebend ist. Die Niere ist als das 
Hauptausscheidungsorgan anzusehen [Heffter (1)]. Bezüglich 
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Elimination nach epidermatischer Applikation verdanken wir 
Angaben Roszaheghi (2), ferner auch Capellmann (3). Die 
Ausscheidung erfolgt schneller bei Jodalkali als bei freiem Jod, 
[Quetsch (4), Roux (5), Studeni (6)], sie hängt ab von der 
Menge des eingeführten Materials [Geißler (7), Hecker (8), 
Purpus (9)]. Die Elimination bei subkutaner Anwendung be- 
stimmte Despretz (10). Anten (11) wies nach die Abhängigkeit 
der Jodausscheidung von der Anwesenheit verschiedener Salze: 
Nitrate wirken fördernd, Natriumbicarbonat verzögernd. 

Auch die Bildung sogenannter ‚Joddepots‘‘ findet ihre Deu- 
tung in der Form, wie freies Jod aus organischen Komplexen 
regeneriert wird, falls die Muttersubstanz geeignete Beschaffenheit 
besitzt. 

Allgemein werden wir diejenigen Partien als wesentlich für 
die Jodresorption aus organischen Körpern anzusehen haben, in 
denen Alkali zu Gebote steht. Das wäre somit in erster Reihe der 
Darm, und unter gewissen Voraussetzungen auch der Magen mit 
seiner alkalischen Schleimschicht. 

Die Jodabspaltung wird am deutlichsten, wenn wir an die 
Jodfette denken. Hier ist dies Verhalten im Organismus an- 
scheinend das Reziprok zur Darstellung, was sich aus dem un- 
gesättigten Charakter des Fettes ergibt. Folgende Formel zeigt 
den Vorgang: 

X-CH I, X-CH 
OH g “ X-CH 


Ferner können wir uns das Beispiel des Jothions vor Augen führen, 
wo ев sich einfach um eine Verseifung [Dreser (12)], zu handeln 
scheint, da das Jod in den alkoholischen Gruppen des Glycerins 
nicht sehr fest gebunden ist. 


CH,J CH,OH 
і 

CHOH +2KOH — ОНОН + 2KJ 
CH,J CH,OH 


Ob in der Verwendung der organischen Jodverbindungen über- 
haupt ein Fortschritt liege, das ist eine Frage, die S. Fraenkel 
(14) diskutiert. Er ist der Ansicht, die Einführung der Jodfette, der 
Jodphenole, der jodierten Eiweißkörper usw. sei nur aus tech- 
nischen Gründen berechtigt, insofern nämlich, als es sich darum 
handelte, den unangenehmen Geschmack, die geringe Haltbarkeit 
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und endlich die energische, oft zu weitgehende Wirkung der ein- 
fachen Salze zu vermeiden. Überlegen wir uns, wie es mit diesen 
Gründen steht, so werden wir zugeben, daß die Haltbarkeit 
der Jodalkalien nicht wesentlich geringer sein kann als die der 
komplizierten Derivate. Über das Verhältnis von durchgehendem 
zu resorbiertem Jod klärt uns die oben erwähnte Jodausschei- 
dungskurve für das einzelne Präparat auf. Ihre Gestalt zeigt 
zum Beispiel, daß NaJ in kurzer Frist zum größten Teile 
unverändert passiert (15), während das entgegengesetzte Extrem, 
z. В. das Jodipin (16), lange in Form sogenannter Depots in 
der Darmwand lagernd gedacht wird und allmählich unter Zerfall 
Jod an die Gewebe zum Weitertransport abgibt. Zwischen diesen 
Extremen finden nun mehr oder minder alle übrigen Präparate 
ihre natürliche Anordnung, somit mag ihre Bewertung nach der 
Gestalt der Jodausscheidungskurve erfolgen. Vom Jothion, wie 
ich kurz hervorheben möchte, weiß man, daß es bei selbst externer 
Anwendung in kürzester Frist im Harne auftritt. 

Für die Frage nach dem Verhalten dieser Körper zu der 
sekretorischen Funktion der Magendrüsen ist nun der chemische 
Charakter im voraus leitend. _ 

Alle Formen des Jodions werden prinzipiell gleichartig wirken 
müssen. Wie wir sehen, haben die subjektiven Einflüsse der 
Kationen gegenüber dem des Jodions nicht viel zu bedeuten. 
Es ist die oft beobachtete Erscheinung, auf die auch ich gelegent- 
lich hingewiesen habe. Das binäre Jod ist ein antreibendes Agens 
ersten Ranges, es verlängert den Sekretionsablauf sehr beträchtlich 
und vermehrt die Menge des secernierten Saftes bedeutend. Dem- 
gegenüber sind die immerhin geringen Differenzen der Metall- 
ionen (K', Na, Li, Fe‘) nicht maßgebend. Jodwasserstoffsäure 
selbst schließt sich eng an dies Verhalten der Salze an. Das freie 
Jod wirkt nicht prinzipiell anders, was wohlbegründet erscheinen 
kann. Es wird langsamer wirken, weil es zunächst zum Hypo- 
jodit gelöst wird und dieses dann der Reduktion zum Jodid 
unterliegt. 

Wesentlich verschieden davon ist die Frage nach dem Ver- 
halten der jodsauren Salze auf die Drüsentätigkeit. Wir haben 
in ihnen nach den neuesten Untersuchungen saure Salze an- 
zunehmen. Es erhebt sich die Frage, ob das Komplexanion 
JO,” (bzw. J,O,”) der Träger der Wirkung ist oder das freie 
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Jodion (Ј'). Wir verdanken Melsens (20) den auffälligen Be- 
fund, daß Jodate im Organismus der sehr energischen Reduktion 
zu Jodiden unterliegen. Rabuteau (21) und Binz (22) haben 
diese Frage weiter verfolgt und kamen zu dem Ergebnis, daß für 
den Grad der Reduktion die Quantität des Materials bestimmend 
ist. Bei großen Mengen finden sich im Harn Jodid und Jodat 
nebeneinander, bei kleinen erscheint nur Jodid. Sie fanden ferner, 
daß NaJO, leichter reduziert wird als KJO,, für das sie als Grenze 
1 g feststellten. Damit ist für unsere Versuche die Deutung der 
anregenden Wirkung als spezifischer Jodionwirkung zulässig. Nach 
Binz (23), у. Mering (24) und Kimmyser (25) sind die analogen 
Chlorate nicht reduzierbar. 

In die Betrachtung der Jodide kann man zwanglos alle die- 
jenigen Körper aufnehmen, die zu ihrer Bildung disponieren. 
"Das sind die Jodfette [Jodipin (26), Sajodin (27), Jodlecithin (28)] 
und das ihnen im gewissen Sinne nahestehende Jothion, Dijod- 
oxypropan (29) (Dijodglycerin.. Die genannten Körper bieten 
somit, mehr oder minder schnell der Zersetzung anheimfallend, · 
nichts prinzipiell Neuartiges. Für die Form und Stärke ihrer 
Wirkung ist entscheidend, wie und wo sie sich unter Regeneration 
des Jods zersetzen. Geht eine solche Abspaltung, wie man wohl 
nicht zweifeln wird, zum Teil bereits im Magen (an der Schleim- 
schicht?) vor sich, so sind unsere Tabellen und Kurven Abbilder 
einer direkten Einwirkung auf die Fundusdrüsen. Inwieweit die 
weitere Zersetzung im Darm die Tätigkeit der Magendrüsen reflek- 
torisch beeinflußt, das läßt sich allerdings nicht übersehen. 

Ich habe ferner Jothion untersucht, von dem es feststeht 
[Dreser (30)], daß es im Organismus durch langsame Verseifung 
zur Bildung von Jodalkali Anlaß gibt. Es ist leicht verseifbar 
bereits bei Gegenwart von Hydroxylion in Konzentration der 
Blutalkalenz [Wesenberg (31)], eine Tatsache, die nach Dreser 
wichtig ist für seine Resorption und Entgiftung nach epidermaler 
Applikation. Nach Lipschütz (32) findet keine Störung des 
Magendarmkanals statt. | 

Interessant für die Theorie der Wirkung des Jodions nach 
Eingabe jodabspaltender organischer Komplexe sind Versuche 
mit Jodmethyl. Die feste Bindung des Jods an Alkyl ergibt 
sich aus der Resistenz gegen Alkali; jedoch zeigt die analytisch 
(33) verwertete Fällbarkeit des Halogens mit Silbernitrat eine 
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weit größere Labilität an, als wir vom Chloräthyl, Bromäthyl, 
Äthylenbromid, Chloroform her wissen. Der Ausfall der Experi- 
mente läßt den Schluß zu, daß es im Verdauungstraktus un- 
gespalten bleibt — eine auf Grund des chemischen Verhaltens 
einleuchtende Tatsache. 

Die letzte Gruppe von intern verwandten Jodderivaten, die 
mir für meine Versuche gedient hat, sind die jodsubstierten Eiweiß- 
körper. Ich bediente mich der kürzlich in Umlauf gesetzten Jod- 
glidine. 

Die Darstellung und Einführung der künstlich jodierten 
Proteine knüpft an das natürliche Vorkommen jodhaltiger Eiweiß- 
körper an. Aus dem Meerwasser vermögen gewisse Algen und 
Schwämme Jod aufzuspeichern und ihrer eiweißartigen Gerüstsub- 
stanz einzuverleiben. Diese Tatsache ist besonders vom chemischen 
Standpunkt interessant wegen des organisch gebundenen Jods. 

Die biologischen und chemischen Probleme sind von Drech- 
sel (34), Hundeshagen (35), Henze (36), Neuberg (44), L. В. 
Mendel (37), Harnack, Rosenfeld bearbeitet worden und 
haben dahin geführt, daß wir heute einen Teil des Jods als in Amino- 
säuren steckend, anzusehen haben. Drechsel, der das Gorgonin be- 
arbeitete, suchte das Jod in der Aminobuttersäure. Neuere Unter- 
suchungen, auch im Hinblick auf andere ähnliche Derivate, 
lehren, daß es in aromatischen Kernen wenigstens zum Teil fest- 
gelegt ist. Im ganzen ist diese interessante Frage ebensowenig 
geklärt, wie das tierphysiologische Vorkommen des Jods in der 
Schilddrüse. Der Entdeckung des Jodothyins durch Bau- 
mann (38) und chemischen wie physiologischen Bearbeitung 
durch Baumann (39), Baumann und Roos (40), Cyon (41) 
und Oswald (42) folgte eine Flut von Schriften und Experi- 
menten, ohne daß jedoch bleibende Fortschritte erzielt wären. 
Heute stellt sich die physiologische Bedeutung des Jods in 
der Thyreoidea wesentlich anders dar, und damit ist auch über 
den pharmakologischen Wert des daraus isolierten Jodglobulins 
eine andere Ansicht aufgekommen (43). Dieses Vorkommen *,,ог- 
ganischen Jods‘ hat denn zu zahlreichen Versuchen synthetischer 
Richtung Anstoß gegeben. Hofmeister und Kurajeff er- 
mittelten die experimentellen Bedingungen für die Jodierung. 
Blum und Vaubel setzten diese Versuche fort und glaubten in 
der „Jodzahl der Eiweißstoffe‘“ eine ähnlich verwertbare ana- 
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lytische Konstante geschaffen zu haben, wie die Jodzahl der Fette 
sie ist. Sie führten den Nachweis, daß für die Jodierung be- 
stimmend ist der Gehalt eines Eiweißkörpers an aromatischen 
Kernen (spez. Tyrosinanteil). Quantitativ scheint ihr Befund 
nicht haltbar, wie sich aus ihren Jodzahlen für Serumalbumin 
und Eieralbumin im Vergleich zu hydrolytisch von Abderhalden 
bestimmten Tyrosinzahlen ergibt. Qualitativ wird ihre Angabe 
erhärtet durch die Darstellung von p-Jodbrenzkatechin durch 
Schmidt, durch die Darstellung des 3—5 Dijodtyrosins durch 
Wheeler und Jamieson, durch das die Jodgorgosäure Drech- 
sels erklärt erscheint. Von großer Bedeutung ist ferner, daß 
Neuberg Tryptophan jodieren konnte (44). Der Einführung der 
jodierten Eiweißstoffe in die Therapie liegt die Idee zugrunde, dem 
Organismus das Jod in möglichst biologischer Form, also nicht 
körperfremd, zu geben. So entstanden das Jodalbacid von Blum 
(45) und das Jodeigon von Helfenberg. Ähnliche Versuche 
stellten Hopkins und Brook an (46). Es sei erwähnt, daß die 
Darstellung eine ungemein schwierige blieb und als Aufgabe all- 
gemein angesehen wurde, das Jod fest in das Protein einzulagern. 
Hierin weicht die Jodglidine ab. Es ist offenbar nur ein geringer 
Teil des Jods fest gebunden, der Rest muß als beigemengt, oder 
besser, als in starrer Lösung vorhanden gedacht werden. Die drei 
Jodeiweiße sind auch darum als verschieden anzusehen, weil sie aus 
ganz abweichendem Material hergestellt wurden. Es ist die Richtig- 
keit unserer Anschauung, das Jod soll dem natürlichen Jodeiweiß 
entsprechend in aromatischen Aminosäuren festgelegt sein, voraus- 
gesetzt nicht gleichgültig, was für ein Protein ich der Jodierung 
unterwerfe. Ein pflanzlicher Reserveeiweißstoff mit hohem Gehalt 
an Glutaminsäure wird ohne Zweifel nicht ebenso reagieren wie 
die Albumine. Es fragt sich nun, was als das richtige anzusehen ist. 
Die Therapie will Jod, welches als NaJ zur Abspaltung bzw. 
Resorption gelangen kann, nicht ein solches, das im Benzolkern 
festgelegt, der Regeneration verloren ist. Die experimentelle Be- 
arbeitung des Jodeigons verdanken wir Neuberg und Mosse (47), 
welche zeigen konnten, daß Jodhippursäure unter den Abbau- 
produkt desselben erscheint. Zum mindesten geht also alles Jod 
im Tyrosin- und Phenylalaninanteil des Eiweißkörpers ungenützt 
und ohne jede spezifische Wirkung durch, was wir ja aus der Be- 
trachtung von jodierten Benzolderivaten her wissen. Über das 
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Verhalten des übrigen Jods sagt uns die peptische Verdauung 
natürlich nichts. Dazu brauchten wir den Stoffwechselversuch 
und ev. Prüfung auf den Sekretionsvorgang im Magen. 

Bei der Jodglidine, wo wir viel Jod in starrer Lösung haben, 
zeigen die Experimente ein Ergebnis, das nur wenig von dem mit 
freiem Jod erzielten abweicht. Rückschließend sagen wir, das 
Jod ist nicht fest gebunden, also leicht abspaltbar. Über die Jod- 
ausscheidungskurve nach Jodglidine und seine Ausnutzung be- 
richtet H. Boruttau (48). Es scheint danach in der Reihe der 
Jodmedikamente eine Mittelstellung einzunehmen. 

Für das Studium des Verhaltens zu den Sekretionsvorgängen 
im Magen sind die chemischen Eigenschaften, die wir uns ent- 
wickelt haben, von großer Bedeutung. 

Bei Verwendung der geringen Versuchsmenge (0,5 g) ist nicht 
zu zweifeln, daß die peptische Verdauung ungesäumt ein- 
setzt. Damit wird das „gelöste‘“ Jod frei und wirkt seinerseits 
auf die Drüsentätigkeit. Ob und wie die unverbrannten Anteile 
jodierter (aromatischer) Aminosäuren reagieren, ob sie über- 
haupt die Sekretionsvorgänge beeinflussen, darüber wissen wir 
nichts. Es ist das auch nicht nötig, da wir den Versuchen ent- 
nehmen können, daß Jodglidine die Sekretion energisch anregt 
und fördert. Die Versuche selbst wurden, wie im einzelnen später 
beschrieben wird, gemeinsam mit Kontrollversuchen angestellt. 
In diesen suchte ich zu ermitteln, wie der native, nicht jodierte 
Eiweißkörper den Sekretionsvorgang beeinflußt. Es schien denk- 
bar, daß er die Drüsentätigkeit fördern möchte. Davon war 
jedoch nichts in die Erscheinung getreten. Zur befriedigenden 
Erklärung der Frage nach dem Einflusse jodierter Glidine war die 
einzige Voraussetzung die Kenntnis der Wirkung vom freien Jod 
und Jodalkali. Kurz erwähnt seien noch die ähnlichen aber 
labilen Präparate aus Kasein mit Jodwasserstoff [Erb (49), Ley: 
(50)]. Auch die von Willgerodt und У. Meyer entdeckten 
Jodo- und Jodosoverbindungen sind untersucht worden [V. Meyer 
und Gottlieb (GIL Heinz (51) führte für Jodosobenzoesäure 
den Nachweis, daß sie mit Alkalien Jod abspaltet. Jodstärke- 
präparate, Jodtanninleim (Jodokoll) wurden gleichfalls unter- 
sucht und entsprachen der Forderung, im Organismus freies Jod 
zu bilden; sie schließen sich in unserer Frage aufs engste den 
Jodeiweißpräparaten an. 
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Damit sehen wir die Prüfung gesamter Präparate zwanglos 
mehr oder minder auf die Kenntnis von dem Verhalten des Jodions 
zurückgeführt. Die pharmakologische Anschauung, ein Jod- 
medikament kann nur dann Jodwirkungen zeigen, wenn es zu 
freier Abspaltung befähigt ist, wird durch das Studium der Drüsen- 
tätigkeit im Magen im Sinne der Methodik von J. P. Pawlow 
illustriert und veranschaulicht. 


Experimenteller Teil. 


Die mitgeteilten Experimente wurden, wenn angängig, во 
eingerichtet, daß in jeder Fütterungsportion 0,05 g abspaltbares, 
bzw. bereits ionisiertes Jod vorhanden waren. Abgesehen von 
der Erwägung, in dieser Weise die wertvollen Tiere durch die 
lange Zeit der Versuche keinen wesentlichen Vergiftungserschei- 
nungen zu unterwerfen, geschah dies, um zu Vergleichswerten zu 
gelangen. Inwieweit dies gelungen ist, möchte ich nicht ent- 
scheiden. Es ist zwar von der Hand zu weisen, daß freies Jod, 
sowie auch Jodidion momentan stark und eindeutig wirken 
würden; im ganzen entspricht der Ausfall der Experimente dieser 
Ansicht. Da wir nun bei allen Jodderivaten Jodabspaltung er- 
warten, und das chemische Verhalten der Körper verschieden 
schnelle Loslösung bedingt, so sind auch die etwas verschoben 
erscheinenden Zahlenwerte erklärlich. Gleichwohl wurden durch 
die besprochene Anordnung im gewissen Sinne Leitlinien für 
einen Vergleich verschiedener Präparate untereinander angedeutet. 

Nur in wenigen Fällen wich ich von der Absicht, mit gleichen 
Mengen an abspaltbarem Jod zu arbeiten, ab. Beim Kaliumjodat 
(KJO,) umfassen die Versuchsportionen 0,05 g Jod im kom- 
plexen Anion. 

Labiles Jod ist ferner im Jodmethyl nicht anzunehmen. 
Das Versuchsquantum bei dieser Substanz ist aus ihrem toxiko- 
logischen Verhalten her abgeleitet. 

Endlich habe ich den Jodgehalt der Einzelgaben gesteigert 
bei Jodalkali. Da ich mich aus den oben gegebenen theoretischen 
Erwägungen entschlossen hatte, Natriumjodid (NaJ) als experi- 
mentelle Grundlage zu wählen, so habe ich an diesem einfachen 
Beispiele versucht, ob eine Variation des Jodgehalts im Ver- 
suchsquantum eine Änderung in dem Ablaufe des Sekretions- 
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vorganges b mit sich bringt. Hier möchte ich eines derartigen Falles 
gedenken. Die Untersuchungen von Chigine (53) am Natrium- 
chlorid wurden von H. Rozenblat (54) diskutiert. Sie wies 
darauf hin, wie sehr die Konzentration der Lösungen von Koch- 
salz bestimmend ist für seine Wirkung auf Drüsentätigkeit des 
Magens. 

Ich habe von Natriumjodid das doppelte Quantum Jod in 
üblicher Weise per os gegeben und bin zu eindeutigen Resultaten 
in dem Sinne gekommen, daß die Wirkung, nach Zeit und Inten- 
sität des Sekretionsablaufes gedeutet, verstärkt und auch ein 
wenig verschoben ist, wie aus den Tabellen hervorgeht. 

Meine Untersuchungen umfaßen folgendes Material: 


А. Anorganische Verbindungen. 


I. Jodwasserstoff und seine Salze (Jodion J’). 

A. Natriumjodid (NaJ) (Natrium jodatum des Arznei- 
buches). 
Versuchsreihen: a) „Schwache“ Lösung. 
b) „Starke“ Lösung. 
B. Kaliumjodid (KJ) Kal. jodatum des Arzneibuches). 
C. Lithiumjodid (LiJ). 
D. Ferrojodid (FeJ, (Eisenjodid). 
E. Jodwasserstoffsäure. 
II. Jod als Element. 


III. Kaliumjodat KJO, (Kal. jodicun). 


B. Organische Verbindungen. 
I. Jodfette. 
1. Sajodin. 
2. Jodipin. 
3. Jodlecithin. 
II. Jothion (Dijodglycerin). 
III. Jodalkylderivat. 
Jodmethyl СН,Ј. 
IV. Jodprotein. 
Jodglidine. 
(Kontrollversuche an Glidine.) 
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Technik der Experimente. 


Über die Theorie und Praxis der von Pawlow inaugurierten 
Methodik des ‚kleinen‘ Magens brauche ich wohl keine Beschrei- 
bung mehr zu geben. Die Anordnungen der Experimente im ein- 
zelnen vermag allerdings in mehr als einer Hinsicht die Richtigkeit 
der Ergebnisse zu beeinflussen. Der Experimentator muß sich bei 
Versuchen allgemeiner, physiologischer Art darüber sicher sein, daß 
die Magenhunde normal arbeiten und nicht durch toxische Dosen 
überanstrengt werden. So ist es mir trotz langer Dauer regel- 
mäßiger Experimente gelungen, bei den beiden Tieren bis zuletzt 
die störenden Einflüsse des Jodismus hintanzuhalten. Freilich sei 
die ausgezeichnete Pflege (Futter usw.) und Sorgfalt der Haltung, 
die an den Hunden geübt wurde, erwähnt. Die Arbeiten selbst 
werden, wie bereits mehrere Autoren ausgeführt haben, in folgen- 
der Form angeordnet. 

Unerläßlich ist, daß die Versuchstiere bei Beginn der Ex- 
perimente durchaus nüchtern sind. Sie bleiben passend ein bis 
zwei Stunden unter viertelstündlicher Kontrolle der Magen- 
flasche stehen, ehe sie dem ‚Kontrollversuch‘‘ unterworfen wer- 
den. Es ist durchaus notwendig, jeden eigentlichen Versuch 
auf einen Kontrollversuch zu beziehen, der am gleichen Tage 
vorher unternommen wurde. In der Menge und Intensität der 
Sekretion auf einfache chemische Reize hin sind selbst bei 
durchaus gleichmäßiger Ernährung tägliche Schwankungen zu 
beobachten. 

Somit wurde der Kontrollversuch durch 200 cem Wasser ein- 
geleitet, das in üblicher Weise dem nüchternen Tiere mit der 
Schlundsonde eingegossen wurde. Es tritt eine kurze Erregung 
der Magendrüsen ein, die fast durchweg nach zwei Stunden 
wieder völlig zum Stillstand kommt. So wird die Grundlage ge- 
wonnen, auf die der eigentliche Versuch zu beziehen ist. Man 
hat sich zu vergewissern, ob das Tier wieder völlig nüchtern ist. 
Ist dies der Fall (ev. halbstündige Pause, ohne in das Experiment 
einzutreten), so kann der zu untersuchende Stoff gegeben werden. 
Er verursacht einen Sekretionsvorgang, der sich aus dem des 
Lösungswassers her abstrahieren läßt. 

Die Beurteilung des Versuchsergebnisses erfolgt nun nach 
zwei Richtungen. Einmal wird die Intensität des Ablaufes an 
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der Zeitdauer und der absoluten Saftmenge — beides im Hin- 
blick auf den Kontrollversuch — mit der als normal geltenden 
verglichen. 

Ferner erfolgt, gleichfalls in Beziehung zum Kontrollversuch, 
eine analytische Prüfung des Saftes bzw. der einzelnen Saft- 
portionen. Die Abnahme derselben erfolgt je nach den vorliegen- 
den Verhältnissen. Im allgemeinen reicht man mit halbstündlicher 
Beobachtung aus. Die Analyse findet statt auf Fermentgehalt, 
auf Gesamtacidität und freie Salzsäure nach den üblichen Me- 
thoden. 

Für die Säurewerte sind festliegende Methoden — titrime- 
trischer Natur — gegeben. Für die Pepsinbestimmung bediene 
ich mich der Methode E. Fuld. Ihre Praxis habe ich seiner- 
zeit mit angedeutet und auch den Modus der Berechnung aus- 
geführt. Auf beides weise ich — wegen möglicher Mißverständ- 
nisse durch die Reziprozität der Fermentzahlen — hin. 

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt in üblicher Weise in 
Tabellen und Kurven, deren Anordnung keinen Zweifel läßt. 
Auf die namentlich in der vorliegenden Frage minder wesent- 
lichen Schwankungen der Aciditätswerte verzichtend, bringe ich 
in den Kurven nur die absoluten Mengen des sezernierten 
Saftes. 

Kontrollversuch und Hauptversuch sind in demselben Bilde 
angeordnet, wodurch die eminenten Effekte, betrachtet als der 
von der Kurve eingenommene Raum, recht gut veranschaulicht 
werden. 

Die Y-Achse bringt die Saftquantitäten, aus äußeren Gründen 
in Abstufungen уор 0,2 ccm; auf der X-Achse finden sich die 
Zeiten in halben Stunden. 

Über die Vorbereitung der Substanzen ist nicht viel zu sagen. 
Zur Auflösung nimmt man zimmerwarmes Wasser, vielleicht 
besser solches von 20—25°. Die Anwendung destillierten Wassers 
ist nicht zu empfehlen. Wo es sich um Aufschwemmungen handelt, 
wird meist durch einige kleine Kunstgriffe der gewünschte Erfolg 
erzielt. Für die Einführung unlöslicher, schwerer Pulver habe 
ich selbst einige Winke gegeben. Jedoch wird man stets vorsichtig 
und gewandt verfahren müssen, wenn es gilt, lockere, spezifisch 
leichte, unlösliche Massen einzuführen (vgl. Sajodin), um nicht 
die Fehlergrengen zu sehr zu erweitern. 
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Besondere Schwierigkeit entsteht nur bei öligen, zähen Massen, 
wie z. B. Jodlecithin, das seiner Einführung durch die Sonde in 
Verbindung mit Wasser großen Widerstand entgegensetzt. Da 
es nicht möglich ist, es dem Tiere direkt, ev. mit nachzugießendem 
Wasser beizubringen, so habe ich mich zu einem unten skizzierten 
Verfahren entschließen müssen, ohne jedoch davon völlig be- 
friedigt zu sein. 


A. Untersuchungen über anorganische Verbindungen des Jods. 
Über Jodwasserstoff und seine Salze. 

Als allgemeine Grundlage wurde, im Einklang mit den früher 
angeführten Anschauungen, Natriumjodid gewählt. Aus den 
immerhin deutlichen Differenzen zwischen der spezifischen Wir- 
kung des Kalium- und Natriumions erklärt sich das Interesse, das 
ich nebenher dem Kaliumjodid zuwandte. Es bestehen ja unter 
den Wirkungen der Salze trotz weitgehender Ähnlichkeit feine 
Unterschiede. Als bekanntes Beispiel sei hier erwähnt, daß Chlor- 
natrium die Stämme der motorischen Nerven sehr stark reizt, 
während Chlorkalium sehr wenig auf sie einwirkt; im anderen 
Falle dagegen greift letzteres lebhaft die Schleimhäute an und 
verursacht bei subcutaner Injektion einen weit lebhafteren 
Schmerz. Da dieser Fall beweist, wie fein die Nervenendigungen 
schon gegen verschiedene, einander gleichwohl nahezu gleich- 
wertige Materialien reagieren, so werden die Endigungen der 
Magenschleimhaut und die Drüsenzellen ebenfalls nicht unempfind- 
lich sein und spezifische Reizbarkeit besitzen. Die allgemein als 
giftig beurteilten Kaliumsalze müßten also mit den Natriumsalzen 
verglichen werden. Ebenso war es von Interesse, Lithiumjodid 
zu studieren. Dem Lithiumion ist ja nach Majeda (55) ein be- 
schleunigender Einfluß eigen. 

Überdies ist ja die Therapie an der Kenntnis der Lithium- 
salze aus mehreren Ursachen interessiert. Ähnliche Gründe 
leiteten mich, nachdem ich das Ferroion am Ferrosulfat studiert 
hatte, auch das Ferrojodid, FeJ,, zu untersuchen. Das Ergebnis 
war ein theoretisch vorauszusehendes. 

Die Versuche mit stärkerem Jodgehalt wurden an dem 
toxikologisch immerhin noch günstigsten Natriumjodid vorge- 
nommen. 
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Über den Jodwasserstoff selbst ist nichts prinzipiell Neues 
zu sagen. Er paßt sich den Salzen an. Ob er als Jodion gemein- 
sam mit dem Wasserstoflion wirkt oder durch schleunige Neu- 
tralisation mit den Alkalien des Magenschleimes genau wie 
Natriumjodid auftritt, ging aus den Zahlen nicht hervor. 


A. Versuche über Natriumjodid (Natr. jodatum der Arznei- 
bücher), NaJ. 


Zu den Experimenten diente eine Lösung, die im Liter 
0,62 g des reinen, wasserfreien Salzes enthielt. Durch Verdünnen 
mit dem gleichen Volumen Wasser erhielt ich die schwache Lösung 
mit dem als Grundlage gewählten Jodgehalt von 0,025 © J 
(als Jod). 


a) Schwache Lösung. 


Zu jedem Versuche wurden genommen: 


200 ccm der Lösung, entsprechend 
0,062 g des Salzes oder 
0,05 g Jod (als Ion). 


In dieser Reihe wurden nach und nach gegen 18 Versuche 
angestellt. Einige davon seien mit den analytischen Daten mit- 
geteilt. 


Versuche vom 28. Juli (1. 2). 


Um 9 h werden die nüchternen Tiere aufgestellt. Sie erhalten 
200 ccm Leitungswasser, worauf folgende Sekretion einsetzt: 


Hund M. HundN. 


Gesamt- | Freie 
Acidität| НСІ 






Zeit 


930 
10 
10% 
11 


Pepsin 












1,2 сеш Gesamtmenge | 39 ccm Gesamtmenge 
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Nachdem diese Wassersekretion abgeklungen war, wurden um 
12h je 200 ccm der Natriumjodidlösung verabreicht. Daraufhin 
folgende Sekretion: 








Hund M. Hund N. 

А Saft А Gesamt- | Freie || Saft ; Gesamt- Freie 
Zeit | | Persin | Aeidität| HOI || em | open | Aeiaität | На 
123° 0,6 20 

gf | 0,0064 |5 


N 
сл 


1% | 10 0,0064 | 50 





2. | 1 јао = 

3 03 65 35 | 25 

33° 0,2 | Rn 

| - lso 
| 4,0 cem Gesamtmenge 11,4 сеш Gesamtmenge 


Hierzu die Kurven: 





Versuche vom 29. Juli (3. 4). 


9h Beginn des Versuches: die nüchternen Tiere erhalten 
200 ccm Wasser und reagieren wie folgt: 
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Hund M. Hund N 


Gesamt- | Freie || Saft 
Acidität | НОЇ || ecm 







Acidität | НС! 












Um 113°h war diese Sekretion beendet. Auf die Fütterung 
mit 200 ccm der Jodlösung trat folgende Sekretion ein: 


Hund М. Hund N. 


0,8 ccm Gesamtmenge 2,2 ccm Gesamtmenge 


Gesamt- | Freie 
Acidität| HCl 


4,2 ccm Gesamtmenge 13,5 ccm Gesamtmenge 


Versuche vom 30. Juli (5. 6). 


Um 9h erhalten die nüchternen Tiere 200 ccm gewöhnliches 
Leitungswasser. Daraufhin setzt die Sekretion ein, wie folgt: 


Hund M. Hond М. 






Gesamt- | Freie 





1,8 ccm Gesamtmenge 2,3 сеш Gesamtmenge 
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Nach Ablauf dieser Wassersekretion wird 200 ccm der Jed- 
natriumlösung verfüttert: 





Hund M. Hund N. 
Gesamt- | Freie | Saft Gesamt- Freie 
EE Acidität Be ЕЕЕ сет Leen Acidität | HO 
| om 
5 
18 ор 
0,7 
0,5 ооо 
0,5 
3° | 0,7 
4 0,8 
430 0,6 0,0064 
5 0,4 
5 | 2 0,2 
02 0,004 
| 8,4 ccm Gesamtmenge 11,9 com Gesamtmenge 


Zur weiteren Illustration der Sekretion unter Einfluß der 
0,031%, Natriumjodidlösung gebe ich noch folgende Versuche: 


Versuche vom 12. August (7. 8). 
Um 9h Beginn der Versuche: Verfütterung von 200 ccm 








Wasser an die nüchternen Tiere. — Sekretion: 
Hund M. HundN. 
Saftmenge | Zeit Saftmenge 
ep | eem _ 
0,6 | 9j 25 І 
0,4 10 | 12 
0,2 | 0,6 
0,2 0,2 





1,4 сеш Gesamtmenge 4,5 ccm Gesamtmenge 


Um 12h erhalten die Tiere nach Ablauf der Wassersekretion 
200 com Jodnatriumlösung und SESCH wie folgt: 
Biochemische Zeitschrift Band VIII. 32 
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4,7 ccm Gesamtmenge 9,6 ccm Gesamtmenge 


Überblicken wir die soeben zahlenmäßig dargestellten Experi- 
mente und vergegenwärtigen wir uns kurz die Resultate der Saft- 
portionen in folgender Tabelle: 


Hund M. Hond М. 










Sekretion Sekretion 
auf 200 eem | nach 0,062 %/, 
Wasser |Jodnatriumlösung 


Sekretion 
nach 0,062 °/, 
Jodnatriumlösung 


Versuche | auf 200 ccm 












1,2 


29. УП. 0,8 4,2 2,2 13,5 
30. VII. 1,8 8,4 2,3 11,9 
12. УШ. 1,4 4,7 4,5 9,6 


Wir sehen, wie das Jodnatrium in vorliegender Konzentra- 
tion die Sekretion nach der Menge des Saftes vervierfacht er- 
scheinen läßt. War die Reaktion auf Wasser im allgemeinen nach 
2h abgeklungen, so war die durch NaJ hervorgerufene Anregung 
der sekretorischen Funktion der Magendrüsen stark genug, um 
den Vorgang auf etwa 4 Stunden zu verlängern. Interessant in 
der Art, wie die Anregung zum Ausdrucke kommt, ist einmal 
das in den ersten Anteilen fast normale Einsetzen des Vorganges. 
Erst später tritt gelegentlich der Höhepunkt der Wirkung auf. 
Wo dieser doch bereits in den Anfang fällt, vermißt man später- 
hin gleichwohl eine nachträgliche Steigerung nicht. Was nun 
die analytischen Daten in bezug auf Fermentgehalt und Säure- 
werte angeht, so ist aus diesen nicht viel ersichtlich. Die großen 
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Saftportionen können gelegentlich verdünnter ausfallen. Jedoch 
sind die Differenzen in den Konzentrationsverhältnissen nicht 
hervortretend. 

Ferner müssen wir noch feststellen, daß der Saft klar, dünn- 
flüssig und schleimfrei war. Auch nach dem Ablaufen der Sekre- 
tion war Schleimabsonderung nicht zu beobachten. 


b) Starke Lösung. 
Von 0,062%, Natriumjodid 
0,05 % Jod (Ion). 
Hierüber liegen 8 Experimente vor, von denen ich zwei mit 
den analytischen Befunden mitteile. Zur Verwendung kamen 
200 ccm der Lösung, entsprechend etwa 
0,15 g NaJ das ist 
0,1 g Jod. 


Versuche vom 31. Juli (9. 10). 


Beginn um 9h. Die nüchternen Tiere erhalten 200 ccm 
Leitungswasser mit der Schlundsonde. Daraufhin setzt die Sekre- 
tion ein: 


Hund M. Hund N. 





1,9 ccm Gesamtmenge | 4,8 ccm Gesamtmenge 


Um 12h ist diese ‚normale‘ Sekretion zu Ende und die 
Tiere sind wieder nüchtern. Sie erhalten nunmehr 200 ccm der 
Jodnatriumlösung. 

32* 
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Hund M. Hund N. 






Freie А Gesamt- | Freie 
HO Acidität | HO 





Gesamt- 
Acidität 


9,0 eem Gesamtmenge 22,2 ccm Gesamtmenge 
Zu Versuch 10 die Kurve 











No 


2 
® 
Ж 
Ж 
E 
® 
Ж 
Wi 
Ж 
Wi 
E 
N 


ШЕ Еи ш EE ШЕЕ БЕРИ ШЇ 
— — 

S e EE EE 
ШЕ АШИ БИИ ШШ И ИЕ ШИШЕДЕ 
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Versuche vom 13. August (11. 12). 


Beginn um 9h. Die Tiere sind völlig nüchtern und erhalten 
200 ccm Leitungswasser mit der Schlundsonde. Sie reagieren 
darauf mit folgender Sekretion: 


Hund M. Hund М. 









Saftmenge Saftmenge 
— ccm eem 
0,7 2,0 
0,4 1,6 
0,3 0,5 
0,2 0,4 
— 0,2 





1,6 ccm Gesamtmenge 4,7 ccm Gesamtmenge 


Um 12h erhalten die nunmehr wieder nüchternen Tiere 
— nach abgeklungener Sekretion — 200 ccm der Jodlösung und 
zeigen folgende Reaktion: 























Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm ccm 

2,3 |120| 45 
1,6 1 3,8 
1,4 | 1] 25 
1,0 2 1,6 
0,8 220 18 
0,9 3 1,7 
0,7 320 19 
0,5 |4 | 08 
0,2 4% 0,6 
0,2 0,3 

0,2 





9,6 сеш Gesamtmenge 19,1 eem Gesamtmenge 


B. Versuche über Kaliumjodid. 
Zu jedem Versuche wurden genommen 200 ccm Lösung, 
entsprechend etwa 
0,067 g KJ, das ist 
0,05 gJ. 


Von den angestellten Versuchen teile ich die folgenden mit: 
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Versuche vom 21. September (13. 14). 
Beginn 9h. Die nüchternen Tiere erhalten 200 com Wasser 
per ов. Daraufhin folgende Sekretion: 


Hund M. Hund N. 
Saftmenge Saftmenge 
com ccm 
1,0 
0,5 
0,3 
Spur 





1,7 com Gesamtmenge 4,4 com Gesamtmenge 


Um 12h ist diese Sekretion zu Ende und die Tiere erhalten 
200 com Jodkaliumlösung. Sekretion: | 
Hund M. Hund N. 


Saftmenge 


ccm 










Lë Ко Ee el Ee 6р а коа о 


54 
ч 


өч 2 
< о ч 


+ 
о 


оооосоооооке 
ммо оооло чо 





+ 
= 


ч 


ороро-ноон н 








5,1 cem Gesamtmenge 
Zu Versuch 14 die Kurve: 


8,8 eem Gesamtmenge 
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Versuche vom 22. September (15. 16). 
Beginn 9h. Die Tiere sind nüchtern aufgestellt und erhalten 
200 com Leitungswasser рег os. Daraufhin ergibt sich folgende 
Sekretion: ү 


Hund М. Hond М. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm ccm 





2,1 сот Gesamtmenge | 4,7 ccm Gesamtmenge 


Um 12h ist die Wassersekretion abgeklungen, es werden 
200 ccm Jodlösung per os gegeben. 


Hund M. Hund М. 


on 


Saftmenge Zeit Saftmenge 
сет ccm 








5,2 сеш Gesamtmenge 9,0 ccm Gesamtmenge 


С. Versuche über Lithiumjodid. 
Da mir Lithiumjodid nicht zugänglich war, so stellte ich es 
mir unter Berücksichtigung sämtlicher Kautelen selbst her. 
Farblose, frisch destillierte 10%, Jodwasserstoffsäure wurde 
mit Lithiumcarbonat neutralisiert. Die Lösung wurde auf dem 
Wasserbade eingedampft; im Vakuum-Exsikkator entstanden 
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so kleine, wohlausgebildete Kristalle des wasserhaltigen äußerst 
hygroskopischen Salzes. Nach kurzem Abpressen auf Ton wurden 
sie in der entsprechenden Menge Wassers gelöst. Zum Versuche 
diente so eine 0,035prozentige Lösung von LA + З Н,О. Als 
Fütterungsportion wurde genommen 


200 ccm dieser Lösung, etwa 
0,075 g krystallisierten Salzes oder 
0,052 g wasserfreies Salz, 

0,05 g Jod. 


Über die Wirkung auf die Funktion der Drüsen ist nach der 
Vorbesprechung von Natrium- und Kaliumjodid nicht viel zu sagen. 

Das an sich schon stimulierende Lithiumion erweist sich 
somit nicht kräftig genug, die Jodwirkung noch weiter zu steigern. 

Über die Beschaffenheit des Saftes liegt nichts Neues vor. 
Dagegen möchte ich ein Ergebnis kurz nachtragen, das immerhin 
mit dem Resultate von Ma yeda (55) in bestem Einklang steht. Als 
ich versuchte, Lithiumjodid in gesteigerter Menge zu geben, ließ 
sich das nicht durchführen. Die von Mayeda an Lithiumcarbonat 
beobachtete Anregung zum Вгесһакіе kam auch hier zum 
Ausdruck. 


Versuch vom 1. August (17. 18). 


9h Beginn des Kontrollversuches. Die nüchternen Tiere er- 
halten 200 ccm Wasser mit der Schlundsonde. Darauf setzt 
folgende Sekretion ein: 





Hund M. Hund М. 
МОЕ ОТО РЫБ РНР ER a 
. | Saft . | Gesamt- | Freie || Saft . | Gesamt- | Freie 
SE | We kepsin | Aciditst| НОСІ — | Të — go 













930 | | Ө 
















0,8 | 20 
10 "06 : 1,2 
10 ` 0,3 | 20,004 | 275 50 | 0,5 30 
11 || 02 0,2 
11 | — | — 















| 
| 


Nach Ablauf dieses Kontrollversuches erhalten die Tiere um 
12 h 200 сет Lithiumjodidlösung. Es werden folgende Zahle 
erhalten: І 





1,9 eem Gesamtmenge 3,9 cem Gesamtmenge 
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Hund M. | Hund М. 

| Saft Gesamt- Freie || Saft Gesamt- i 
2 
| }70 0 
1 40 1,8 
2 2,0 dé 35 
910 1,5 
3 0,9 
330 0,7 
4 0,5 9 
430 0,3 






5,5 com Gesamtmenge 12,3 сеш Gesamtmenge 


Versuche vom 18. September (19. 20). 
Um 9h erhalten die nüchternen Tiere 200 ccm Leitungs- 








wasser — folgende Sekretion setzt ein: 
Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
en ee 
1,0 2,0 
0,5 1,0 
0,3 0,6 
0.2 0,2 





2,0 ccm Gesamtmenge 3,8 ccm Gesamtmenge 


Nachdem um 11?3°h dieser Kontrollversuch beendet war 
erhalten die Tiere 200 cem LiJ-Lösung. 
-Hund M. Hund N. 








Saftmenge | 


ccm 








ccm 








| 
l 
li 
| 
| 






2 
-~ 


-= s -A 
KA е E 


- 


Сосо Оюн м н м 
Be СО см с О р 


= 
+ 


E 


осооооск e m e | 
ммо ФОС к Cen CH 


.2 





{ 
t 





7,0 cem Gesamtmenge 11,8 сет Gesamtmenge 
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D. Versuche über Ferrojodid (FeJ,). 

Zu den Versuchen diente mir anfänglich ein käufliches Prä- 
parat, das in stahlgrauen, mikrokrystallinen Stückchen vorlag. 
Es enthielt jedenfalls nicht das reine Ferroion. Später habe 
ich es selbst durch Auflösen von reinstem metallischen Eisen 
(Ferrum hydrogenio reductum) dargestellt. Die Bereitung des 
Salzes geschah unter den üblichen Vorsiohtsmaßregeln, ebenso 
die Auflösung in vorher ausgekochtem Wasser. Handelte es sich 
doch darum, unzweifelhaft nur Ferrosalz in der Lösung zu haben. 
Diese war nahezu farblos, von ganz schwachem Ton des Metallions. 
Ihre Empfindlichkeit dagegen ist groß, so daß die Auflösung un- 
mittelbar vor dem Eingießen vorgenommen wurde. 

Die Fütterungsportion bestand aus 

200 ccm Lösung entsprechend etwa 
0,072 g wasserfreien FJ, mit 
0,05 gJ. 

Die Tabellen zeigen, daß es sich, von geringen Differenzen 
abgesehen, durchaus den Alkalijodiden anschließt. Die Steigerung 
der secernierten Saftmengen sowie die Verlängerung im Ablaufe 
des Vorganges nehmen durchaus den Raum ein, den wir von den 
früheren Beispielen (NaJ, KJ, LiJ) her kennen. Die Versuche 
können somit als Beitrag zur Kenntnis des von mir als nahezu 
indifferent angesehenen Ferroions gelten. 


Versuch vom 2. August (21). 
Um 9h erhält der nüchterne Hund 200 ccm Wasser mit der 
Schlundsonde. Der Kontrollversuch gibt folgende Zahlen: 
Hond №. 





Saft Gesamt- 
ccm Acidität 


Freie HO Pepsin 





4,8 ccm Gesamtmenge 


Um 12h wird der eigentliche Versuch durch Verfüttern von 
200 cem FeJ,-Lösung eingeleitet. 
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Hund N. 





13,4 eem Gesamtmenge 


Versuche vom 17. September (22. 23). 
. 9h Beginn des Kontrollversuches: 200 ccm Wasser mit der 
Schlundsonde gegeben. Sekretion: 

Hund M. Hund N. 


Saftmenge 


ccm 






3,0 eem Gesamtmenge 5,2 eem Gesamtmenge 


Um 12h werden, nachdem die Woassersekretion beendet, 
200 com FeJ,-Lösung gegeben: 





Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm ccm 





















1,8 2,6 
2,2 3,0 
2,6 2,0 
1,0 1,8 
0,8 1,3 
0,6 1,0 
0,6 0,7 
0,4 0,5 
0,2 0,3 
0,2 0,2 
10,4 3,4 сот Gesamtmenge 
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E. Versuche über Jodwasserstoffsäure. 


Zu den Experimenten, die gerade in dieser Verdünnung im 
Vergleich zu der von Pawlow und seinen Schülern bearbeiteten 
Salzsäure von Interesse erschienen, diente mir eine reine Jod- 
wasserstoffsäure. 

Ich verwandte zur Verdünnung ein ganz frisches 10 prozentiges 
Material, das völlig farblos war. Die daraus hergestellten Ver- 
suchsportionen enthielten 


in 200 cem Wasser 
0,05 g Jodwasserstoffsäure mit etwa 
0,05 g Jod. 


Von den zahlenmäßig dargestellten Versuchen bringe ich 
einen mit analytischen Daten und Kurven. Aus ihm ist 
ersichtlich, daß Jodwasserstoff nicht ohne geringe Modalität in 
der Form seiner Wirkung sich den Jodiden anschließt. 


Versuch vom 3. August (24). 


9h Beginn. Der nüchterne Hund erhält im Kontrollversuch 
200 cem Leitungswasser mit der Schlundsonde. Er reagiert wie 


folgt: 





Hund M. 
, Saft u 8 | Gesanıt- | Freie 
— | ne мшш | mar 
ge 1 10 u 004 и 
10 э 
10% 0.004 
| | j“ 


112° 





2,0 сет Gesamtmenge 


Um 12h erhält er nach Abklingen der Wassersekretion 
200 ccm der Jodwasserstoffsäurelösung mit folgendem Resultat: 


Einfluß von Arzneimitteln auf die Magensaftsekretion. II. 495 


Hund M. 
e Saft А Gesamt- Freie 
си Ве kopen Acidität HCI 








| 7,7 сеш Gesamtmenge 


Zu Versuch 24 die Kurve: 





Versuche vom 20. September 
(25. 26. 27. 28.). 


9h Beginn der Vorversuche. Die nüchternen Tiere erhalten 
200 ccm Wasser mit der Schlundsonde. Der Ablauf der Sekretion 
ist gegeben in folgenden Zahlen: 
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1,8 сеш Gesamtmenge 5,5 ccm Gesamtmenge 


Nach abgeklungener Wassersekretion erhalten die Tiere um 
1120 200 ccm der Jodwasserstoffsäure mit folgendem Ergebnis: 









Hund M. Hond М. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm 

0,9 

3,2 

1,6 

0,7 

0,4 

0,2 





7,0 eem Gesamtmenge 20,1 ccm Gesamtmenge 


Nach Ablauf dieses Vorganges wird nochmals das gleiche 
Quantum verfüttert. Folgende Sekretion: 


Hund M. Hund М. 





Saftmenge Saftmenge 


ccm 








ccm 











7,2 ccm Gesamtmenge 20,0 ccm Gesamtmenge 
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II. Versuche über elementares Jod. 


Als Vorstufe für die Betrachtung einiger organischer Derivate 
— speziell der Jodstärke und der Jodglidine — war die Prüfung 
freien Jods in wässeriger Lösung von Interesse. Auch rein theore- 
tisch schien mir das Studium dieser Form des Jods für geboten, 
weil es möglicherweise in seinem Verhalten von der Wirkung der 
Jodionen abweichen könnte. 

Die Herstellung der benötigten Lösung von 0,025%, Jod- 
gehalt war etwas schwierig. Sie gelang befriedigend auf folgendem 
Wege. 11 Wasser von 20—25° wurde mit 0,5 g feinst zerriebenen 
Jods längere Zeit auf der Maschine geschüttelt. Von der so ent- 
standenen gesättigten Jodlösung von gelber Farbe, spezifischem 
Geruche und kratzendem Geschmacke entsprechen, der Lös- 
lichkeit des Jods zufolge, 200 ccm etwa 0,05 g des Elementes. 
Die Tiere zeigten starke Schleimabsonderung; aus Tabellen er- 
gibt sich die sehr starke, ausgesprochene Wirkung, welche die 
des Jodwasserstoffs und einiger Salze übertrifft; die Differenzen 
in den Konzentrationsverhältnissen sind nicht ausschlaggebend. 
Von den angestellten Versuchen teile ich einen vollständig mit 
analytischen Daten und in eine Kurve übertragen mit, zwei 
weitere nur nach den absoluten halbstündlichen Portionen. 


Versuch vom 3. August (29). 


9h. Der nüchterne Hund erhält рег ов 200 ccm Wasser, 
worauf folgende Sekretion eintritt: 













Hund М. 
І Saft Р Gesamt- ; 
Zeit — Pepsin | Acidität Freie НСІ 
30 
10 75 30 





4,8 сеш Gesamtmenge 


Nach Abklingen des Vorversuches werden um 12h 200 ccm 
der Jodauflösung verabreicht. Der Hund reagiert mit folgender 
Sekretion: 
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J. Feigl: 
Hund N. 
. Saft Е Gesamt- . 
Zeit ae Pepsin Acidität Freie НСІ 
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Versuche vom 19. September (30. 31). 


9h. Beginn der Kontrollversuche. Die Verabreichung von 
200 ccm Wasser mit der Schlundsonde führt zu folgender Sekre- 
tion: 








Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
mern Be nn 





1,9 ccm Gesamtmenge 4,3 ccm Gesamtmenge 


Nach Abklingen der Wassersekretion um 11% werden sodann 
200 ccm Jodauflösung per os eingeführt. Die Sekretion setzt 
folgendermaßen ein: 


Hund M. Hond М. 






Saftmenge Saftmenge 


ccm 





8,9 сеш Gesamtmenge 20,9 сеш Gesamtmenge 


III. Versuche über Kaliumjodat. 

Die anschließend in einigen Beispielen — teils mit Angaben 
über Konzentrationsverhältnisse des Ferments aus der Acidität 
sowie mit Kurve — mitgeteilte Versuchsreihe über Kaliumjodat 
ist theoretisch interessant. Liegt in ihm doch das erste und zwar 
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durchaus einwandfreie Beispiel eines Komplexanions mit fest- 
gebundenem Jod vor. Es ist denn auch zunächst überraschend, 
die starke Wirkung des Salzes auf die Drüsentätigkeit aus den 
Zahlen zu entnehmen. Das wird gleichwohl auf Grund der Re- 
duktion zu Jodion verständlich. Die Sekretion scheint zeitlich sehr 
verlängert; die Steigerung der Gesamtmenge des secernierten, 
klaren, dünnflüssigen schleimfreien Saftes ist bedeutend (etwa 
1:4). Häufung findet statt in den ersten Portionen. Über die 
Konzentrationswerte, die nur den üblichen Verhältnissen bei 
großen Mengen überhaupt folgen, sind unwesentlich verschoben. 
Der Einfachheit halber rechne nicht auf das doppelte Molekular- 
gewicht, das dem Salze nach Rosenheim und Liebknecht 
eigen ist (56). Von einer 0,042 prozentigen Lösung des trockenen 
Salzes diente als Versuchsquantum 


200 ccm Lösung mit 
0,08 g KJO,, entsprechend etwa 
0,05 g J (im Komplexion). 


Zwei Versuche vom 4. August (32. 33). 


5 h erhalten die nüchternen Tiere 200 ccm Wasser mit 
der Schlundsonde; die Kontrollversuche geben folgende Saft- - 
mengen: 


Zeit 


Hund M. Норі М. 
Saft Pepsin Gesamt- 
cm 


Freie || Saft Pensi Gesamt- | Freie 
e Acidität| НСІ || ccm pan Acidität | НО 


дю | 129 25 
10 | 06 10 
10% | оз |[®0064|{80 45 | 04 | \0.0064| }85 ap 
11 | 09 0,6 
11% | — 03 


2,3 ccm Gesamtmenge 4,8 сеш Gesamtmenge 








Um 110 ist die Wassersekretion beendet und die Tiere wieder 
nüchtern. Um 12h werden 200 ccm der 0,08 prozentigen Lösung 
KJO, verabreicht. 
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Gesamt- 
Acidität 


Freie 
HCI 





11,1 com Gesamtmenge 14,8 ccm Gesamtmenge 
Zu Versuch 33 die Kurve: 


Е 
E 
E 
E 
® 
Bi 
RI 
81 
Ki 
Bi 
H 
H 
Н 





339 
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Zwei Versuche vom 16. September (34. 35). 


9h Beginn. Die nüchternen Tiere erhalten per ов 200 ccm 
Leitungswasser; sie reagieren wie folgt: 
Hund М. Hund М. 


, Saftmenge. Zeit 
ccm — | 


7 Eee — ö— —— — — mm 
— —— —ñ — — — 


Saftmenge 


ccm 














1,4 2,3 
0,6 LI 
0,5 0,7 
0,2 0,3. 


0,2 

| 2,7 ccm Gesamtmenge 4,6 ccm Gesamtmenge 
Nachdem die Wassersekretion abgeklungen, beginnt um 12h 

der eigentliche Versuch: 200 ccm der KJO,-Lösung per ов ver- 


füttert. 















Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit | Saftmenge 
ccm ccm 

2,8 | 3,8 
4,0 5,2 
1,0 2,0 
0,4 1,6 
0,5 1,0 
0,3 0,6 
0,2 0,4 
0,2 0,4 
Spur 0,3 
0,2 


9,4 ccm Gesamtmenge 15,5 ccm Gesamtmenge 


B. Organische Jodverbindungen. 
1. Jodfette. 
Die Einführung der Jodfette verdanken wir Winternitz (57). 
In die Gruppe dieser Medikamente gehören das von Merck 
produzierte Jodipin — ein jodiertes Sesamöl, sowie das von 
Fischer und von Mering eingeführte Sajodin, ein Derivat der 
Behensäure. Ferner wird hier zu besprechen sein das Jodlecithin 
von Riedel. Wesentliche Differenzen bestehen prinzipiell zwi- 
schen den erstgenannten Präparaten nicht. Während das Sajodin 
ein wohldefinierter Körper in Pulverform ist, ist Jodipin ein 
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fettes Öl mit den Eigenschaften eines Gemenges. Ein gewisser 
Vorzug des letzteren beruht in der günstigen Beschaffenheit für 
die Bildung der besprochenen Joddepots im Darm. Im ganzen 
ist dieser Zweig der Jodmedikation wohl ausgebildet und glücklich 
gewählt. Es sei hier daran erinnert, daß ähnliche Bromderivate 
mutatis mutandis als gute Heilmittel gelten (Bromipin von 
Merck, Bromlecithin nach Bergell). 


1. Sajodin. 

Diese chemisch wohldefinierte Substanz wählte ich als Grund- 
lage der Versuche über die Jodfette.e Entsprechend unseren Er- 
wägungen zeigt es ein Verhalten, das nur als Abtönung der ge- 
wöhnlichen Jodionenwirkung anzusehen ist. Von den angestellten 
Experimenten teile ich drei mit, einem davon gebe ich die gesamten 
analytischen Befunde über Fermentgehalt, Gesamtacidität und 
freie Salzsäure bei. Ferner habe ich diesen Versuch in die übliche 
Kurve übertragen. 

Über die Wirkung ist speziell nichts Neues zu erwähnen. 
Die Technik des Experiments war schwierig, da das lockere, 
feine Pulver sich in unserer Arbeitsweise nur schwierig ein- 
führen ließ. 

Von dem trocknen Salze dienten, kombiniert mit 

200 ccm Wasser, 
0,5 g, entsprechend 
0,05 g abspaltbaren Jods. 


Versuch vom 6. August (36). 
Beginn des Kontrollversuches 9h. Der nüchterne Hund 
erhält 200 cem Wasser mit der Schlundsonde, wodurch folgende 
Sekretion hervorgerufen wird. 


Hund M. 





2,7 em Gesamtmenge 
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NMaoh abgeklungener Sekretion wird um 12h in Verbindung 
mit 200 ccm die Fütterungsportion Sajodin verabreicht. Die 


Sekretion zeigt folgende Werte: 
Hund M. 


Gesamt- | Freie HO 








| Saft | 
| > — Е epin | Acidität we 
| 32 
| 35 
35 


5,9 сеш Gesamtmenge 
Zu Versuch 36 die Kurve: 





Figur 8. 
Versuche vom 22. September (37. 38). 
9 h Beginn der Kontrollversuche. Die Tiere werden nüchtern 


aufgestellt und erhalten 200 ccm Leitungswasser. Daraufhin 














folgende Sekretion: 
Hund M. Hund N. 
Saftmenge | Zeit | Saftmenge 
= ИИО, НЫБ, u. 

1,3 0 
0,7 3 
0,5 8 
0,2 4 

2 





4,7 eem Gesamtmenge 





‚1 ccm Gesamtmenge 


Einfluß von Arzneimitteln auf die Magensaftsekretion. ПІ. 505 


Um 1189 wird der Vorversuch mit dem Abklingen der 
Sekretion für beendet angesehen. Und 12h wird die Fütterungs- 
portion gegeben, worauf folgende Sekretion einsetzt. 

Hund M. Hund М. 





5,7 eem Gesamtmenge | 8,1 ccm Gesamtmenge 


2. Jodipin. 

Jodipin bietet keine neuen Gesichtspunkte. Zwei Versuche 
sind nach den absoluten Saftmengen in ihren halbstündlichen 
Portionen tabellarisch mitgeteilt. Es ist von schwächerer Wirkung 
als das pulverförmige Sajodin. Man könnte das so erklären, daß 
es in Gestalt der Fetttröpfchen länger der Einwirkung widersteht. 
Sajodin dagegen mag sich — seiner Struktur entsprechend auf 
der Schleimschicht des Magens, eine große Fläche bedeckend, 
verteilen. Von Merck wird das Präparat mit einem Gehalt von 
12%, abspaltbaren Jods dargestellt. 

Die Anstellung der Experimente war auf Grund der un- 
günstigen äußerlichen Beschaffenheit umständlich. Die nötige 
Menge des dicken Öles wurde mit 11 Wasser von 20—25° 30 Minu- 
ten auf der Maschine geschüttelt. Zum Versuche wurde die 
frische Emulsion sogleich entnommen und unmittelbar verwandt: 


200 ccm Wasser mit etwa 
0,45 g des Öles, entsprechend 
0,05 g Jod. 


Versuche vom 25. September (39. 40). 


9h Beginn der Kontrollversuche. Die nüchternen Tiere 
erhalten 200 ccm Wasser per os und reagieren wie folgt: 
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Нора М. Hund N. 





3,4 ccm Gesamtmenge 


Um 12h gilt der Vorversuch nach Versiegen der Wasser- 
sekretion für beendet und die Tiere erhalten die Versuchsportion 
Jodipin mit 200 ccm Leitungswasser. 

Hund M. 











42 eem Gesamtmenge 


Zu Versuch 40 die Kurve: 


BENE 
EEE 
IS RSC SES 





Lil 
N N 
II E 


о 
ме о 1 а 3 EA Ia 
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Ё 3. Jodlecithin 

bietet in den Versuchen wenig Abweichendes. Es bleibt jedoch fürs 
erste eine auch theoretisch unentschiedene Frage, inwieweit es bei 
der Spaltung durch seine Komponenten wirkt. Von den mehr- 
fachen Versuchen, die sämtlich unter ungünstigen experimentellen 
Bedingungen leiden, teile ich zwei mit. Ihre Zahlenverhältnisse 
bieten nicht viel Abweichung vom Jodipin. 

Um nach einer Reihe mißglückter Experimente wenigstens 
annähernd mit der Einbringung des Versuchsquantums bei 
Gegenwart von 200 ccm Wasser zum Ziele zu kommen, verfuhr 
ich folgendermaßen: 

Die nötige Menge (berechnet für 1 1 Wasser) wurde mit 
einem beträchtlichen Überschusse feinen ausgewaschenen Quarz- 
sandes (auch Glaspulver ist geeignet) gründlich verrieben und 
durchgeknetet, wobei ein locker zusammenbackendes Konglo- 
merat erzielt werden kann. Dasselbe wird mit der erforderlichen 
Wassermenge von 20—25° 1—1!/, h auf der Maschine kräftig ge- 
schüttelt. Nach kurzem Absitzen wird schnell dekantiert und 
unmittelbar mit der Schlundsonde eingegeben.!) 
Versuchsportion: 200 ccm Leitungswasser mit 

0,8 g Jodlecithin, 
0,05 g Jod. 


Versuche vom 9. Oktober (4l. 42). 
9h Beginn der Vorversuche. Die nüchternen Tiere erhalten 
200 ccm Wasser mit der Schlundsonde und reagieren mit folgender 
Sekretion: 








Hund В. HundD. 
Saftmenge | Zeit | мше Е 
а И а. РОСЕН nn 
3,0 3,5 
2,8 2,5 
1,3 1,0 
0,6 0,8 
0,2 0,5 
Spur 0,3 





7,9 ccm Gesamtmenge 8,5 ccm Gesamtmenge 


1) Von einer mechanischen Wirkung des Glaspulvers ist nach Biokel 
nicht die Rede (vgl. auch diese Zeitschr. 6, 1, 47. 
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Um 1239 һ wird, nach beendeter Sekretion, 200 ccm Wasser 
mit der präparierten Jodlecithion-Emulsion gegeben. 














Hund B. Hund D. 
Saftmenge Zeit | Saftmenge 

EN еа а 
2,0 1 2,2 

2,8 1° 3,2 

2,5 2 2,0 

1,0 29 1,2 

0,5 3 0,7 

0,2 330 0,4 
Spur 4 0,2 

— | 4% Spur 

9,0 ccm Gesamtmenge | ' 9,9 сеш Gesamtmenge 


II. Jothion (Dijodoxypropan). 

Im Anschluß an die Jodfette zog ich in den Kreis meiner 
Untersuchungen das kürzlich als externes Jodpräparat inaugu- 
rierte Jothion. Der Versuch schien mir aus theoretischen Gründen 
interessant. | 

Den vorher angestellten Betrachtungen brauche ich hier 
nichts hinzuzufügen als einige experimentelle Einzelheiten. Dem 
denkbaren Zerfalle im Sinne einer Entstehung von Jodalkyl 
Rechnung tragend, habe ich einige Versuche auch mit dem 
doppelten Quantum des Präparates in der Versuchsportion an- 
gestellt. Ich sah dann nur ein Jodatom als abspaltbar an. Es 
kamen jedoch nur unwesentliche Differenzen dabei heraus. Ich 
beschränke mich darauf, einen Versuch mit vollen Analysen- 
zahlen und in eine Kurve übersetzt, mitzuteilen, und gebe von 
zwei weiteren nur die absoluten Zahlenmengen in ihren halb- 
stündlichen Portionen. 

Der Ausfall der Experimente ist aus den Daten ersichtlich. 
Die Steigerung liegt, der Menge nach, im Verhältnis 3:4. Die 
zeitliche Ausdehnung ist unwesentlich verschoben. Die Hunde 
standen unter dem Einflusse der einschläfernden Wirkung. 

Die Bereitung der Versuchslösung war relativ leicht, wurde 
aber wegen der Labilität schleunigst zur Ausführung gebracht. 
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200 ccm Wasser mit 
0,11 g Jothion mit 
0,05 g Jod. 


Im Versuch Nr. 45 vom 21. September erhielt Hund N. 
das doppelte Quantum: 0,22 g Jothion mit 0,10 g Jod. 


Versuch vom 5. August (43). 


Der nüchterne Hund erhielt um 9h im Kontrollversuch 
200 ccm Wasser mit der Schlundsonde. Er gibt folgende Sekre- 
tionsvorgänge: Ä 








Hund M. 
| Saft ЗЕЕ 
= | ccm open | Acidität НСІ 
и | 80 "KÉ ` 








3,3 com Gesamtmenge 


Diese Woassersekretion ist um 11h beendet. Der wieder 
nüchterne Hund erhält sodann um 1180 200 ccm Wasser mit 
0,13 g des Präparates und nun zeigt der Sekretionsvorgang folgen- 
den Verlauf: 


4,2 ccm Gesamtmenge 
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Zu Versuch 43 die Kurve: 





po o 1 2 3 4 b 6 
Figur 10. 
Versuche vom 21. September (44. 45). 
Die nüchternen Tiere erhalten 9h im Kontrollversuch 
200 com Wasser in üblicher Weise, wodurch eine kurze Sekretion 
mit folgenden Einzelwerten auftritt: 











Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ER 
1,6 
0,8 
0,5 
0,2 





3,1 ccm Gesamtmenge 4,9 ccm Gesamtmenge 


Nach abgeklungener Wassersekretion erhalten um 12h beide 
Tiere das Präparat mit 200 ccm Wasser vermischt. Hund M. 
erhält (vgl. die Besprechung) die doppelte Portion. Folgende 
Sekretionswerte: 











Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm ccm 
2,0 | 12% 2,6 
1,2 | 1,4 
1” 1,6 
0,8 2 0,7 
2” 0,5 
0,4 3 0,3 
0,2 83% 0,1 
Spur Spur 





4,6 ccm Gesamtmenge 7,2 ccm Gesamtmenge 
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III. Jodmethyl (CH J). 

Wie in der Vorbesprechung ausreichend erwähnt, wurde die 
Versuchsreihe mit Jodmethyl im wesentlichen aus theoretischen 
Gründen angestellt. Gesichtspunkte für die Beurteilung habe 
ich gleichfalls entwickelt, und so ist interessant zu sehen, wie die 
Substanz die sekretorische Funktion der Magendrüsen nur un- 
wesentlich alteriert. Allerdings will ich den Ausfall der Experi- 
mente, wegen der geringen Differenzen, nicht wohl als eine Hem- 
mung ansehen. Von der Reihe teile ich zwei zahlenmäßig nach 
halbstündlichen Anteilen beschriebene Versuche mit, sowie einen 
mit vollständigen Analysenbefunden, der auch in eine Kurve 
übertragen ist. Es scheint mir durchaus notwendig und mit 
Rücksicht auf die Praxis für lohnend, die Anaesthetica in ihren 
Beziehungen zur sekretorischen Funktion der Magendrüsen zu 
prüfen, was ich für später in Aussicht genommen habe. 

Die Technik dieser Experimente ist einfach genug, da es 
durch mäßiges Schütteln gelingt, die geringe Menge des Jodalkyls 
in dem benötigten Wasser gleichmäßig zu verteilen. Die Lösung 
zeigte deutlich den charakteristischen Geruch und Geschmack; 
sie rief bei den Tieren Anklänge einer Narkose hervor. 

Versuchsquantum: | 

200 ccm Wasser mit 
0,06 g Jodmethyl mit etwa 
0,05 р festgebundenem Jod. 


Versuch vom 5. August (46). 

Beginn des Versuches um 9h. Das nüchtern aufgestellte 
Tier erhält 200 ccm Wasser mit der Schlundsonde und reagiert 
auf diesen Anreiz mit folgender Sekretion: 

Hund М. 





Gesamt- Freie 
Acidität HO 


Pepsin 

















4,5 ccm Gesamtmenge 
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Um 113°h war diese Sekretion zum Stillstande gekommen 
und das Tier wieder nüchtern. Um 12 h erhielt es 200 ccm Wasser 
mit dem Medikament und zeigte im Sekretionsverlauf folgende 
Zahlenwerte: 

Напа М. 


Gesamt- 
Acidität 





| Pepsin | 





4,3 com Gesamtmenge 


Zu Versuch 46 die Kurve: 





Figur 11° 


Versuche vom 15. September (47. 48). 
Die nüchtern aufgestellten Tiere erhalten um 9h 200 ccm 
Leitungswasser mit der Schlundsonde und geben folgende Sekretion: 


Hund M. Hund М. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm 02. | ccm 














2,6 ccm Gesamtmenge 5,8 ccm Gesamtmenge 
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Um 12h konnte der Kontrollversuch für beendet angesehen 
werden. Die Tiere waren wieder nüchtern und erhielten um 
123° h 200 ccm der zu untersuchenden Flüssigkeit. Es tritt eine 
Sekretion mit folgenden Einzelwerten auf: 


Hund M. HundN. 


Saftmenge Zeit 


Saftmenge 








2,4 ccm Gesamtmenge | | 4,7 eem Gesamtmenge 


IV. Jodglidine. 

Die theoretischen Voraussetzungen für die Bearbeitung 
eines jodierten Proteins habe ich bereits gegeben. Die praktische 
Frage schien nach meiner Ansicht zu fordern, das natürliche 
jodfreie Produkt zum Parallelversuch heranzuziehen. Über die 
Anordnung der Versuche ist zu sagen, daß zunächst die Glidine 
selbst untersucht wurde und in den bearbeiteten Mengen für 
nahezu indifferent anzusehen ist (vergleiche die Versuche Nr. 52. 
53 vom 24. September, die mit den halbstündlichen Zahlen mit- 
geteilt sind). Mir stand ein völlig entfettetes, lockeres, leicht 
zerstäubbares, weißes Präparat zu Gebote, das aus Weizenmehl 
in der geschlossenen Zentrifuge dargestellt, ein spezifisches Kleber- 
eiweiß ist. Ferner muß die Kenntnis der Wirkung des reinen 
Jods vorausgesetzt werden, wenn das Präparat genügend charak- 
terisiert werden soll. Dies um so mehr, als es mir unzweifelhaft 
scheint, daß das Jod zum allergrößten Anteil nur lose gebunden, 
vielleicht sogar — bis zum gewissen Betrage — nur beigemengt 
oder starr gelöst ist. Dafür spricht denn doch in erster Linie 
das Verhalten zu der sekretorischen Funktion der Magendrüsen, 
was mutatis mutandis durchaus ein anderes sein würde. Ich be- 
daure aufrichtig, daß mir andere Präparate ähnlicher Natur nicht 
zu Gebote standen, und möchte der Ansicht zuneigen, daß bei den 
Jodglidinen ein Verhalten wie das von Mosse und Neuberg (47) am 
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Jodeigonnatron beobachtete, nicht in dem Maße oder überhaupt 
nicht mehr möglich ist — Passieren des meisten Jods als Jodhippur- 
säure und in andern jodierten Säuren. Denn Jodglidine muß das 
Jod zum größten Anteil in so labiler Bindung enthalten, daß es 
dem der Jodstärke nahe steht. Andernfalls schienen mir die 
Zahlenwerte als Ausdruck der Einwirkung auf die sekretorische 
Funktion der Magendrüsen nicht wohl erklärlich. Freilich be- 
dürfen wir dazu der speziellen Untersuchung im Stoffwechsel- 
versuch nach bekannten Gesichtspunkten. Hierüber hat Borut- 
tau eine Reihe von Versuchen bereits mitgeteilt und weitere in 
Aussicht gestellt, die sich auch auf ein Übergehen des Jods in die 
verschiedenen Organe beziehen werden. 

Von den Experimenten an Jodglidine gebe ich eines (Versuch 
Nr. 49 vom 6. August) mit den analytischen Befunden, betreffend 
Fermentgehalt und Säurewerte. Es ist auch kurvenmäßig dar- 
gestellt. Zwei weitere sind nach den halbstündlichen Zahlen- 
werten mitgeteilt. 

Die Verabreichung des Materials an die Versuchstiere erfolgte 
anfangs durch zwangsweises Schluckenlassen, später in wesentlich 
bequemerer Weise durch geeignete Aufschwemmung. 

Versuchsquantum: 

200 ccm Wasser, eine Pastille 
0,5 g Jodglidine mit etwa 
0,05 р Jod. 


Versuch vom 6. August (49). 


9h Beginn des Vorversuchs.. Der nüchterne Hund erhält 
200 ccm Leitungswasser in üblicher Weise und gibt eine Sekretion 
in folgenden Einzelwerten: 





Hund М. 
Saft | Gesamt- ; 
Zeit geg | Pepsin Acidität Freie HO 
en * 
10 





4,8 ccm Gesamtmenge 
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Um 11?°h ‚wird nach Ablauf der Wassersekretion der eigent- 
liche Versuch begonnen. Die Sekretion kommt in folgenden 
Werten zum Ausdruck: 


Hund N. 


i Gesamt- І 
Pepsin Acidität E HO 











zu 





Figur 12. 
Biochemische Zeitschrift Band УШ. 34 
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Versuche vom 23. September (50. 5l). 
9h Beginn der Vorversuche, indem den nüchternen Hunden 
per os 200 ccm Leitungswasser verabreicht wird. Daraufhin 
folgende Sekretion: 


Hund M. Hund N. 





Saftmenge 


ccm 


Saftmenge 


Zeit 
















2,4 ccm Gesamtmenge 4,7 eem Gesamtmenge 


Nach Beendigung des Vorversuches treten die nunmehr 
nüchternen Tiere in den Hauptversuch ein. Um 12h Fütterungs- 
portion. 








Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm ccm 

2,0 3,4 

1,4 1,4 

0,8 0,9 

0,6 0,7 

0,8 1,0 

0,6 0,6 

0,5 0,6 

0,4 0,5 

0,2 0,2 

Spur 0,2 

— Spur 


7,3 cem Gesamtmenge 9,5 ccm Gesamtmenge 


Parallelversuche über Glidine vom 24. September 
(52. 53). 
9h Beginn der Kontrollversuche. Die nüchternen Tiere er- 
halten 200 ccm Wasser mit der Schlundsonde. Daraufhin folgende 
Sekretion: 
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Hund M. Hund N. 
Batman u |] ` Se Sieg 
un 
0,8 Se 
0,6 0,8 
0,3 0,3 
— 0,2 





2,7 eem Gesamtmenge 4,8 com Gesamtmenge 


Nach beendigter Sekretion wird um 12h der eigentliche 
Versuch begonnen; die Tiere erhalten die Fütterungsportion. 











Hund M. HundN. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
_ ccm men _ R ccm 
1,1 | 1230 2.2 
0,7 1 1,4 
0,5 1,0 
0,3 0,6 
0,2 0,3 
Spur Spur 





2,8 ccm Gesamtmenge 5,5 ccm Gesamtmenge 


Zusammenfassung. 


In der vorstehend mitgeteilten Untersuchung hatte ich mir 
zur Aufgabe gestellt, an einem weitschichtigen Material typische 
Vertreter anorganischer und organischer Jodverbindungen nach 
ihrem Verhalten auf die Drüsentätigkeit des Magens zu unter- 
suchen. Neben der Feststellung spezifischer Eigenschaften 
einzelner Substanzen war es meine eigentliche Absicht gewesen, 
die gesamte Frage nach der einen Seite hin zu bearbeiten, inwieweit 
die leichte Abspaltung des organisch gebundenen Jods sich zu- 
sammenhängend mit dem typischen Einfluß des Anions der 
Jodwasserstoffsäure erklären ließ. Ich habe mich bemüht, die 
pharmakologische Forderung leichter Abspaltbarkeit des ‚labil‘ 
gebundenen Jods auch in der speziellen Technik der Verdauungs- 
physiologie darzustellen. 

34% 
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So haben wir die Kenntnis gewonnen, daß Jod in allen 
Fällen, wo es ins Ion (J’) übergehen kann, ungemein sekretions- 
fördernd wirkt. Dies Studium der Jodfette und die Differenzen 
unter denselben mag vielleicht für spezielle diagnostische 
Zwecke gelegentlich von Interesse werden, in dem Sinne, 
wie es z. B. von Pewsner für die beiden Typen der Bitter- 
wässer (Friedrichshaller und Hunyady Janos) geschehen ist. 
Nebenbei habe ich den ersten Versuch gemacht, die Frage nach 
dem Einfluß von Anaestheticis auf die sekretorische Funktion 
der Magendrüsen in Angriff zu nehmen. 

Alles in allem glaube ich in der vorstehenden Untersuchung 
auf Grund der experimentell exakten Pawlowschen Methodik 
genügend kasuistisches Material zusammengestellt zu haben, um 
die Wirkung des Jods auf die Drüsentätigkeit des Magens als 
eine ungemein anregende charakterisieren zu können. 
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Über das Ko-Enzym des Hefepreßsaftes. 


Von 


Eduard Buchner und Fritz Klatte. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Landwirtschaftlichen Hochschule 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 30. Januar 1908.) 


In mehreren vorläufigen Veröffentlichungen haben die 
Herren A. Harden und W. Young!) vor einiger Zeit mitgeteilt, 
daß die Gärwirkung des Hefepreßsaftes auf Zucker durch Zusatz 
von gekochtem, selbst nicht mehr gärkräftigem Preßsaft, der im 
folgenden als Kochsaft bezeichnet werden soll, außerordentlich 
gesteigert werden kann, und daran die Vermutung geknüpft, 
daß im Kochsaft ein besonderer Stoff vorhanden sei, ein sog. 
Ko-Enzym, dessen Anwesenheit für den Umfang der Gärwirkung 
die größte Bedeutung besitze. Die englischen Forscher zeigten 
ferner, daß man den frischen Hefepreßsaft durch Anwendung 
eines feinporigen Filters, nämlich eines Martin - Gelatinefilters, 
in zwei Teile zu zerlegen vermag, welche beide für sich ohne 
Gärwirkung auf Zucker sind; nach der Vereinigung des Rück- 
standes mit dem Filtrate tritt aber wieder die alte Gärwirkung 
hervor. Endlich machten Harden und Young aufmerksam, 
daß man, ähnlich wie durch Kochsaft, auch durch Zusatz von 
sekundärem Natriumphosphat die Gärwirkung des Preßsaftes 
beträchtlich zu steigern vermag, eine Tatsache, die schon früher 
von А. Wroblewski?) und von Buchner?) in anderem Zu- 
sammenhang festgestellt worden war. Daß die Alkaliphosphate 


1) The Journ. of Physiol. 32, Nr. 1, 1904; Proc. en Soc., Nov. 1904; 
Proc. chem. Soc. 21, 189, 1905. 

2) Journ. f. prakt. Chem. (2) 64, 11, 1901. 

з) E. und Н. Buchner und М. Hahn, Die Zymasegärung 1903, 141. 
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dabei eine besondere Rolle spielen, ließ sich aus der merkwürdigen 
Beobachtung von Harden und Young schließen, wonach solche 
Zusätze nach Ablauf der Preßsaftgärung durch die gewöhnliche 
Magnesiamischung nicht mehr fällbar sind und sich demnach 
nunmehr ähnlich verhalten, wie viele organische Phosphorsäure- 
verbindungen!). 

In Ergänzung dieser mit englischer Oberhefe durchgeführten 
Untersuchungen konnte der eine von uns gemeinsam mit W. An- 
toni?) später zeigen, daß auch der Preßsaft aus untergäriger 
Berliner Bierhefe ein ähnliches Verhalten aufweist. Auch hier 
gelang es, durch Zusatz von für sich allein unwirksamem Koch- 
saft die Gärwirkung des frischen Preßsaftes auf das Mehrfache 
zu steigern. Auch hier konnte der Preßsaft, und zwar durch 
tagelanges Dialysieren im Pergamentpapierschlauch, in einen 
nahezu unwirksamen Rückstand und ein ebenfalls unwirksames 
Dialysat zerlegt werden, die aber, nachdem das Dialysat auf das 
ursprüngliche Volumen eingedampft war, wieder vereinigt, Zucker- 
lösung lebhaft vergoren. An Stelle von Natriumphosphat erwies 
sich auch eine organische Phosphorsäureverbindung, nämlich 
Lecithin, als aktivierendes Prinzip des Preßsaftes verwendbar. 
Hierdurch war festgestellt, daß nicht die alkalische Reaktion 
des sekundären Natriumphosphats, wie der eine von uns früher 
glaubte?), die Steigerung der Preßsaftgärung auf Zusatz dieses 
Stoffes bedingt, sondern daß gerade die Phosphorsäure eine wich- 
tige Rolle bei der Zymasegärung spielt. Nachdem der Kochsaft 
durch Eindampfen und Glühen, sowie durch vierstündiges Er- 
hitzen mit Wasser auf 130° seine Wirksamkeit einbüßt, und 
nachdem als Aktivator, wie oben erwähnt, Lecithin dienen kann, 
kamen als Agens des Kochsaftes besonders auch organische 
Phosphorsäureverbindungen in Betracht. Es schien uns aber 
damals noch fraglich, ob dieses wirksame Prinzip des Kochsaftes, 
das vielleicht gar nicht so sehr komplizierter Natur war, zweck- 
mäßig als Ko-Enzym bezeichnet werde. 








1) Auf derselben Ursache beruht offenbar, daß Natriumphosphat seine 
Fällbarkeit durch Uranylacetat einbüßt, wenn man es mit dem Auszug 
aus gärender Acetondauerhefe einen Tag stehen läßt (L. Iwanoff, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 50, 283, 1906). 

з) Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 136, 1905. 

3) Buchner und Hahn, Die Zymasegärung 1903, 140. 
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Inzwischen haben zwei ausführliche Abhandlungen der 
Herren Harden und Young!) weitere Aufschlüsse gebracht. 
Einen wichtigen Fortschritt bedeutet, daß es gelungen ist, den 
Rückstand, der beim Filtrieren von gärkräftigem Hefepreßsaft 
durch ein Martin - Gelatinefilter zurückbleibt und erst nach 
Zusatz von Kochsaft imstande ist, Zucker zu vergären, durch 
Eintrocknen im Vakuum und Zerreiben in ein hellgelbes Pulver 
zu verwandeln, das seine wesentlichste Eigenschaft, seine Gär- 
kraft nach Zusatz von Kochsaft und Zucker für eine beträchtliche 
Zeit bewahrt?). Mit dem so hergestellten ‚inaktiven Rückstand“ 
wurden eine große Anzahl von Versuchen ausgeführt. Besonders 
auffallend erscheint folgender°?): Setzt man zu inaktivem Rück- 
stand‘ Zuckerlösung und gleichzeitig eine geringe Menge von 
Kochsaft, so tritt Gärung ein, die aber nach einiger Zeit wieder 
aufhört. Wird nun abermals wenig Kochsaft zugefügt, so beginnt 
die Gasentwicklung von neuem, um nach einiger Zeit wieder zu 
erlahmen. Hat man die Mengen von Kochsaft klein genug ge- 
wählt, so kann der Kochsaftzusatz ein drittes Mal mit Erfolg 
wiederholt werden. Die englischen Forscher schließen daraus, 
daß das Ko-Enzym im Preßsaft allmählich eine Veränderung 
erleidet. Wenn in einem Gemische von ‚inaktivem Rückstand“ 
und Kochsaft von vornherein der Vorrat an Ko-Enzym ver- 
hältnismäßig klein ist, so verschwindet dieses vor der eigentlichen 
Zymase, so daß die Gärwirkung nur durch Zusatz von Ko-Enzym, 
also von Kochsaft herbeigeführt werden kann, während der Zu- 
satz von Zymase keinen Erfolg erzielt, Harden und Young 
zeigten ferner, daß länger gestandener Preßsaft nicht mehr zur 
Herstellung von wirksamem Kochsaft dienen kann, d. h. nach 
dem Aufkochen den ‚‚inaktiven Rückstand“ auch bei Zucker- 
zusatz nicht mehr wirksam macht®). Weiter ergab sich, daß 
das Ko-Enzym beim Aufbewahren des Preßsaftes rascher ver- 
schwindet bei Abwesenheit von Zucker als bei Anwesenheit von 
solchem; mit Zucker gestandener Preßsaft lieferte nach einigen 
Tagen wohl noch wirksamen Kochsaft, nicht aber der ohne 


1) Proc. Roy. Soc. В. 77, 405; 78, 369, 1906. 
2) A. a. О. 78, 369. 
3) A. а. О. 78, 371. 
+) А. а. О. 78, 372. 
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Zuckerzusatz gebliebene!). Die früher von Buchner und An- 
toni?) geäußerte Vermutung, daß ein Teil der beschleunigenden 
Wirkung von Kochsaftzusatz auf die Preßsaftgärung wohl auf 
die mit steigendem Kochsaftzusatz sinkende Zuckerkonzentration 
zurückzuführen sei, wurde durch den Hinweis widerlegt, daß die 
Zuckerkonzentration durch entsprechendes Hinzufügen von Zucker 
immer konstant erhalten worden war®). Endlich untersuchten die 
englischen Forscher noch die Frage, ob gewöhnliche phosphorsaure 
Alkalisalze den ‚inaktiven Rückstand‘ befähigen, Zucker zu ver- 
gären, und kommen auf experimentellem Wege zu einer Ver- 
neinung?). Hieraus wird gefolgert, daß die Versuche zwar noch 
kein Licht auf die wirkliche chemische Natur des Ko-Enzyms 
werfen, aber doch sehr wahrscheinlich machen, daß es nicht aus 
durch Magnesiamischung fällbaren Phosphaten besteht. 

Hier schließen nun unsere neuen Untersuchungen an. 
Ausgangspunkt für dieselben war die überraschende Beobachtung, 
daß Hefepreßsaft, welcher auf Zuckerzusatz seine Gärwirkung 
bei 22° ausgeübt hat, und dabei nach viertägigem Gärungs- 
verlaufe in der gewöhnlichen Weise schließlich gärunwirksam ge- 
worden ist, durch Zufügen von Kochsaft, der selbst keine Gär- 
wirkung besitzt, regeneriert werden kann, infolgedessen die Kohlen- 
dioxydentwicklung nunmehr von neuem beginnt. Hierdurch 
wird die Beobachtung der englischen Forscher, daß das Ko- 
Enzym aus dem Preßsaft allmählich verschwindet, auf anderem 
Wege und für Saft aus untergäriger Hefe bestätigt. Zugleich 
zeigt sich, daß der Hefepreßsaft unter Umständen ohne Wirkung 
auf Zucker sein kann, trotzdem Zymase vorhanden ist, nämlich 
dann, wenn Mangel an Ko-Enzym herrscht, wie Ähnliches Har- 
den und Young schon mittels des sog. ‚„inaktiven Rückstandes“ 
festgestellt hatten. Endlich konnten wir Anhaltspunkte dafür 
gewinnen, auf welche Umstände das Verschwinden des Ko- 
Enzyms aus dem Preßsaft zurückzuführen ist. Es müssen dafür 
die eigenen Enzyme des Preßsaftes verantwortlich gemacht 


1) А. а. О. 78, 373. 

2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 139, 1905. 

з) A. a. О. 77, 405, 406. 

4) A. а. О. 374. Damit steht in Übereinstimmung, daß Kochsaft aus 
autolysiertem Preßsaft, der selbstverständlich gewöhnliche Phosphate in 
Menge enthält, wie oben erwähnt, den ‚„inaktiven Rückstand“ nicht aktiviert. 
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werden, und zwar scheinen hauptsächlich Enzyme aus der Gruppe 
der Lipasen daran Schuld zu tragen. Somit nimmt die Wahr- 
scheinlichkeit zu, daß das wirksame Agens des Kochsaftes aus 
verseifbaren organischen Phosphorsäureverbindungen, etwa ge- 
wissen Phosphorsäureestern besteht. Ob es sich dabei um Phos- 
phorsäureester von Zuckern oder deren Abbauprodukten handelt, 
eine Vermutung, die Harden und Young!) schon geäußert 
haben, und für die vielleicht auch die Arbeiten von L. Iwanoff?) 
sprechen, scheint einstweilen noch fraglich. 

Nachdem nunmehr sicher festgestellt ist, daß das wirksame 
Prinzip des Kochsaftes zwar im Gegensatz zur eigentlichen Zy- 
mase kochfest und dialysabel, aber wie jene durch Enzyme des 
Preßsaftes zerstörbar, und daß seine Gegenwart für die Gär- 
wirkung unentbehrlich ist, dürfte gegen die vorläufige Bezeichnung 
desselben als Ko-Enzym nichts mehr einzuwenden sein. 

Im einzelnen sind unsere Versuche folgende: Zunächst wurde 
in einer größeren Anzahl von Fällen festgestellt, daß Preßsaft, 
welcher seine Gärwirkung auf Zucker bereits ausgeübt hat und 
dabei nach einigen Tagen gärunwirksam geworden ist, durch 
Kochsaftzusatz von neuem Gärwirkung erlangt. In zwei Ver- 
suchen (s. Tab. I u. II) wurden so auf oftmaliges Hinzufügen von 
Kochsaft hin noch ganz beträchtliche Mengen von Kohlendioxyd 
entwickelt; im einen ist es z. B. durch siebenmaligen Zusatz von 
Kochsaft, immer dann, wenn die Gärwirkung bereits zu Ende 
gegangen war, gelungen, noch nachträglich, allerdings innerhalb 
24 Tagen, die doppelte Gärwirkung zu erzielen, wie sie ursprüng- 
lich vorhanden gewesen. Die Gärwirkung des frischen PreBsaftes 
betrug für 20 ccm 0,73 g CO,; durch stufenweisen Zusatz von 
120 ccm Kochsaft war es möglich, noch 1,5 g, also über das 
Doppelte des ursprünglichen Kohlendioxyds zu entwickeln. Die 
wirklich entstandenen Mengen des Gases sind sogar noch etwas 
größer, da beim Öffnen der Gefäße, um den neuen Zusatz an 
Kochsaft zuzufügen, immer ein Teil des Kohlendioxyds im Luft- 
raum verloren gegangen sein, und außerdem wegen des ver- 
größerten Flüssigkeitsvolumens mehr Kohlendioxyd in Lösung 
geblieben sein muß. Ähnlich verlief der zweite derartige Versuch 





1) Proc. Roy. Soc. В. 77, 418, 1906. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 285, 1906. 
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mit sechsmaligem Zusatz. Die Gärkraft des ursprünglichen Preß- 
saftes war 0,96; durch die Kochsaftzusätze wurden innerhalb 
25 Tagen noch 1,16g Kohlendioxyd nachentwickelt. Ganz analog 
gestalteten sich zwei umfangreichere Versuche (s. Tab. III u. IV) 
mit Acetondauerhefe!). 2 р derselben mit. Zuckerlösung іп der 
gewöhnlichen Weise bei 22° angesetzt, gaben nach 4 Tagen z. B. 
0,9 g Kohlendioxyd; die nunmehr vollkommen erloschene Gär- 
wirkung konnte durch allmählichen Zusatz von Kochsaft wieder 
regeneriert werden, so daß innerhalb 27 Tagen nochmals 1,11 р 
Kohlensäuregas entwichen. 

Eine Anzahl von ähnlich verlaufenen Versuchen wieder mit 
Hefepreßsaft, aber mit nur ein- bis zweimaligem Kochsaftzusatz, 
sollen hier nicht einzeln aufgeführt werden; dagegen finden sie sich 
weiter unten ausführlich beschrieben (s. Tab. V—VII). 

Für die Beurteilung der Versuchsergebnisse ist es nötig, 
darauf besonders hinzuweisen, daß die Antisepsis bei jedem 
Kochsaftzusatz durch Zufügen kleiner Mengen von Toluol sorg- 
fältig aufrecht erhalten wurde. Daß nicht lebende Mikroorganis- 
men die Ursache der neu auftretenden Gasentwicklung sein können, 
dafür spricht auch das rasche Einsetzen der Kohlendioxydbildung, 
bei den ersten Kochsaftzusätzen schon !/,—!/, Stunde nach dem 
Zusatz, und daß die Gärwirkung schließlich vollständig erlahmt 
trotz neuer Kochsaft- und Zuckerzusätze. Auch die negativ 
verlaufenen Versuche mit Preßsäften, welche der Selbstverdauung 
überlassen waren und dann auf Kochsaftzusatz keine Gärwirkung 
mehr entfalteten (s. Tab. VIII), beweisen, daß die angewandten 
antiseptischen Mittel genügten, um das Wachstum von Mikro- 
organismen hintanzuhalten. 

Die Versuche bedeuten also die Bestätigung der Annahme 
von Harden und Young, daß das Gärungsagens im Hefepreß- 
saft aus zwei verschiedenen, unentbehrlichen Stoffen besteht, 
der eigentlichen Zymase und einem Ko-Enzym. Das letztere 
verschwindet aus dem Preßsaft, während er seine Wirkung auf 
Zucker ausübt. Ist diese Zerstörung eingetreten, so hilft auch 
die Anwesenheit von Zymase im Preßsaft nichts mehr; denn 
diese allein kann den Zucker nicht zerlegen. Fügt man aber zu 


1) Die Herstellung dieses Präparates в. К. Albert, Е. Buchner und 
R. Rapp, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 2376. 1902; vgl. a. die Mono- 
graphie „Die Zymasegärung‘‘ 1903, 265. 
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der noch vorhandenen Zymase Kochsaft, d. h. Ko-Enzym zu, 
so beginnt die Gärung aufs neue. Daraus ergibt sich die weitere 
Folgerung, daß unter Umständen die Zymase im Preßsaft wider- 
standsfähiger oder in verhältnismäßig größerer Menge zugegen ist 
als das Ko-Enzym, denn letzteres verschwindet unter gewissen Be- 
dingungen zuerst. Trägt man durch stets erneute Kochsaft- 
zusätze für Anwesenheit von Ko-Enzym Sorge, so bleibt die 
Gärkraft wochenlang erhalten, und also offenbar die eigentliche 
2утаѕе ebensolang intakt. 

Vielleicht war auch der gerade bei den länger dauernden 
Versuchen stets geübte Zusatz von Rohrzucker bei jedesmaligem 
Zufügen von Kochsaft günstig für die Erhaltung des eigentlichen 
Gärungsenzymes. Wir fragten uns deshalb, ob die Zymase im 
Preßsaft auch bei Abwesenheit von Zucker relativ beständig ist. 
Kann man also durch Stehen ohne Zuckerzusatz gärunwirksam 
gewordenen Preßsaft mit Hilfe von Kochsaft regenerieren? Drei 
ausführliche Versuche (s. Tab. VIII) entscheiden im verneinenden 
Sinne. Bleibt Hefepreßsaft ohne Zuckerzusatz drei Tage stehen, 
bis die eintretende Selbstgärung vollständig vorüber ist, so läßt 
sich durch Zufügen von Kochsaft und Zucker keinerlei Gär- 
wirkung herbeiführen (und selbstverständlich auch nicht durch 
Zuckerzusatz allein. Dann hat also die Zymase dauernd ihre 
Wirksamkeit verloren. Aber auch das Ko-Enzym ist, wie nach 
den obigen Mitteilungen zu erwarten stand, verschwunden: Man 
kann aus Hefepreßsaft, der während dreitägigem Aufbewahren 
ohne Zuckerzusatz die Selbstgärung und Selbstverdauung er- 
litten hat, keinen wirksamen Kochsaft herstellen; der daraus 
durch Kochen und Filtrieren erhaltene Saft ist nicht imstande, 
durch Stehen mit Zucker unwirksam gewordenen Preßsaft zu 
regenerieren (в. Tab. IX)}). 


1) Die Herren Harden und Young haben in einer Anzahl von Fällen 
gezeigt, daß man durch Zusatz von autolysiertem Preßsaft die Gärwirkung 
von frischem Preßsaft steigern kann. Dasselbe läßt sich aber auch mit 
Hilfe von sekundärem Natriumphosphat, von Lecithin und, wie unten 
gezeigt wird, von glycerinphosphorsaurem Natrium erreichen. Dazu bedarf 
es also nicht des Zusatzes von Ko-Enzym, so daß die eben erwähnten Ver- 
suche mit den obigen in keinem Widerspruch stehen. Wirklichen Kochsaft, 
der ‚inaktiven Rückstand‘ regeneriert, kann man auch nach den Studien 
der englischen Forscher (Proc. Roy. Soc. B. 78, 372, 1906) aus autolysiertem 
Preßsaft, wie oben schon erwähnt, nicht mehr herstellen. 


Über das Ko-Enzym des Hefepreßsaftes. 527 


Von besonderem Interesse schien es uns, Anhaltspunkte 
darüber zu gewinnen, durch welche Umstände das Ko-Enzym 
aus dem Preßsaft verschwindet. Daß für die allmähliche Ab- 
nahme der gesamten Gärkraft des Preßsaftes beim Lagern im 
wesentlichen die Gegenwart von Verdauungsenzymen, speziell 
der Endotryptase, als Ursache zu betrachten ist, hat der eine 
von uns schon vor längerer Zeit durch Nachweis des schädlichen 
Einflusses von zugesetztem Trypsin und ‚Pankreatin‘“ auf lagern- 
den Preßsaft wahrscheinlich gemacht), Wir kamen daher auf 
die Vermutung, daß auch das Ko-Enzym im speziellen durch 
die Gegenwart der Endotryptase geschädigt werden könnte. Es 
liegen bis jetzt vier Versuche vor, welche aber einer solchen An- 
nahme widersprechen; bei denselben wurde normal hergestellter 
oder durch Eindampfen konzentrierter Kochsaft 1—3 Tage bei 
22° unter Zusatz von Toluol mit Tryptase (Trypsin, bezogen 
von E. Merck in Darmstadt) digeriert, hernach aufgekocht, 
filtriert und nach dem Erkalten zu gärunwirksam gewordenem 
Preßsaft gesetzt. Gegenüber der Regenerationswirkung von 
ebendemselben, jedoch nicht mit dem Verdauungsenzym be- 
handelten Kochsaft machte sich dann nur ein sehr geringer 
Unterschied geltend (в. Tab. X). Eine erheblich schädigende 
Wirkung der Behandlung mit Tryptase war nur bei dem ersten 
Versuch zu bemerken, bei welchem die Regenerationswirkung 
des normalen Kochsaftes schon eine geringe gewesen war. Proteo- 
lytische Enzyme scheinen es demnach nicht in erster Linie zu 
sein, welche das Ko-Enzym zerstören. Letzteres verschwindet 
aber aus dem Preßsaft beim Lagern (vgl. oben und Tab. IX). 
Zur nochmaligen Prüfung dieser Frage haben wir in zwei Ver- 
suchen (s. Tab. XI) Kochsaft einen Tag lang digeriert mit durch 
Stehen ohne Zuckerzusatz unwirksam gewordenem Preßsaft, der 
nach oben Gesagtem selbst weder Zymase, noch Ko-Enzym enthält. 
Nach dem Aufkochen und Filtrieren wurde das Präparat gär- 
unwirksam gewordenem Preßsaft zugesetzt: Es trat keine Regene- 
rationswirkung ein, während derselbe Kochsaft mit demselben 
gärunwirksam gewordenen Preßsaft, aber sofort nach dem Mischen 
aufgekocht und filtriert, starke Wirkung zeigte. Dadurch ist 


1) Buchner und Rapp, Ber. d Deutsch. chem. Ges. 30, 2669, 1897; 
vgl. ferner die Monographie „Die Zymasegärung‘‘ 1903, 126. 
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von neuem bestätigt, daß im Preßsaft Stoffe vorhanden sind, 
welche das Ko-Enzym vernichten. 

Die ursprüngliche Vermutung, daß das Ko-Enzym durch 
proteolytische Enzyme geschädigt werde, haben wir auch noch 
auf folgendem Wege geprüft: Durch Eindampfen von frischem 
Hefepreßsaft im Vakuum erhält man einen dickflüssigen ,Preß- 
saftsirup‘‘, der beim Lagern seine Gärkraft innerhalb etwa zwei 
Wochen verliert; dagegen zeigt er nach Monaten noch unvermin- 
derte Verdauungswirkung und verflüssigt Gelatine ebenso schnell 
wie ursprünglich.1) In drei Versuchen (в. Tab. XII) wurde Koch- 
saft mit 36 Tage bzw. 6 Monate altem Preßsaftsirup 1—3 Tage 
bei 22° unter Toluolzusatz digeriert und diese Präparate nach 
dem Aufkochen und Filtrieren zu gärunwirksam gewordenem 
Preßsaft zugesetzt. Beim Vergleiche mit der Regenerations- 
wirkung von ebendenselben Kochsäften, die auch mit demselben 
Preßsaftsirup gemischt, aber dann sofort aufgekocht waren, ergab 
sich, daß der 36 Tage alte Preßsaftsirup das Ko-Enzym bei 
eintägigem Digerieren zur Hälfte, bei dreitägigem Digerieren 
vollständig vernichtet, wogegen der !/, Jahr alte Preßsaftsirup 
den Kochsaft nicht geschädigt hatte. Die proteolytische Wirkung 
dieser beiden Preßsaftsirupe auf Gelatine war aber, wie be- 
sondere Versuche ergaben, die gleiche gewesen. Während also die 
Endotryptase auch bei langem Lagern des Preßsaftsirups keine 
Veränderung erfahren hatte, war offenbar der Stoff, welcher für 
das Ko-Enzym verderblich ist, bei halbjährigem Lagern vernichtet 
worden, vermutlich durch die proteolytischen Enzyme. Der nur 
36 Tage aufbewahrte Preßsaftsirup zeigte auch im Gegensatz zu 
dem älteren dickflüssige Beschaffenheit und schied beim Erhitzen 
geronnenes Eiweiß aus, d. h. er war durch die anwesende Endo- 
tryptase noch nicht so stark verändert. 

Nachdem also die proteolytischen Enzyme für die Zerstörung 
des Ko-Enzyms nicht weiter in Frage kamen, mußte es sich um 
andere Enzyme des Preßsaftes handeln. Man konnte daran 
denken, daß vielleicht verseifende Agentien von Art der Lipasen 
jene Wirkung ausüben. Durch die freundliche Vermittlung des 
Herrn Dr. E. Hoyer ist es uns möglich gewesen, diese Hypothese 


1) Hierüber sollen ausführliche Versuche demnächst in dieser 'Zeit- 
schrift veröffentlicht werden. 
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mit lipasehaltiger Emulsion aus Ricinussamen, wie sie von den 
Vereinigten Chemischen Werken, A.-G., Charlottenburg, zur 
Verseifung von Fetten in großem Maßstabe verwendet wird, zu 
prüfen. Zunächst haben wir festgestellt, daß diese Lipase-Emulsion 
auf die zellfreie Gärung durch frischen Preßsaft nur wenig schädi- 
gend wirkt (в. Tab. XIII), so daB also in dieser Hinsicht keine 
Bedenken gegen ihre Anwendung bestehen. In zwei Versuchen 
wurde dann Kochsaft 3 Tage bei 37° bzw. 26° und in einem dritten 
1 Tag bei 37° mit Lipase-Emulsion digeriert; sodann erfolgte im 
einen Falle direkt, in den beiden andern nach dem Aufkochen 
und Filtrieren der Zusatz zu gärunwirksamem Preßsaft. In allen 
drei Versuchen zeigte sich, daß die Wirkung des Kochsaftes 
schwer geschädigt war, während derselbe Kochsaft, mit erhitzter 
Lipase-Emulsion behandelt, starke Regenerationswirkung aufwies 
(s. Tab. XIV). 

Es scheint demnach, daß es sich bei dem Verschwinden des 
Ko-Enzyms im Preßsaft um die Wirkung von Lipasen handelt, 
wie solche іп der Hefe wahrscheinlich vorhanden sind!). Dieser 
Befund erklärt auch, wie ев kommt, daß man sowohl nach Harden 
und Young, sowie nach unseren Beobachtungen, durch Zucker- 
zusatz das Ko-Enzym im Preßsaft konservieren kann. Die 
Gegenwart von viel Zucker verlangsamt erfahrungsgemäß die 
Wirkung der proteolytischen und wahrscheinlich auch der lipo- 
lytischen Enzyme. 

Dra nach allem somit die Zerstörer des Ko-Enzyms Enzyme 
sind, gewinnt die schon mehrfach geäußerte Annahme an Wahr- 
scheinlichkeit, daß das Ko-Enzym vielleicht wesentlich aus einem 
organischen Phosphorsäureester besteht, der durch dieLipasen unter 
Abspaltung von Phosphorsäure verseift werden könnte?). Hier- 
durch wird einige Hoffnung auf weiteren Einblick in die 
höchst komplizierte Natur der Gärungsenzyme erweckt. 

Der zu den beschriebenen Versuchen verwendete Kochsaft 

wurde fast immer durch Erhitzen von frischem Preßsaft auf dem 


1) Vgl. М. Delbrück, Wochenschr. f. Brau. 20, 66, 1903. 

2) Den raschen Übergang der organisch gebundenen Phosphorsäure 
des Hefepreßsaftes beim Stehen des letzteren in gewöhnliche Phosphor- 
säure hat schon M. Hahn (vgl. die Monographie: Zymasegärung S. 305 ff.) 
festgestellt, war aber geneigt, diesen Vorgang auf die Endotryptase des 
Preßsaftes zurückzuführen. 
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Wasserbad bis zum Gerinnen, Filtrieren, dann kurzes Aufkochen 
und nochmaliges Filtrieren dargestellt. Nur in wenigen Fällen 
gewannen wir den Kochsaft durch Erhitzen auf dem Wasserbad 
von frischer, (bis auf etwa 70%, Wassergehalt) abgepreßter Hefe 
und darauf folgendes Zentrifugieren!). Einen Unterschied in der 
Wirksamkeit dieser beiden Kochsäfte haben wir nicht bemerkt. 
Was die Haltbarkeit betrifft, so läßt sich nur sagen, daß 10 Tage 
aufbewahrter Kochsaft noch wirksam war. 

Bei den ausführlichen Versuchen mit Preßsaft und Kochsaft 
haben wir mehrmals einen merkwürdigen Unterschied konsta- 
tieren können, je nachdem der Preßsaft aus untergäriger Bier- 
hefe, bezogen von Berlin oder München, hergestellt war (Preß- 
saft B bzw. M). Im allgemeinen scheint Preßsaft B durch Koch- 
saft in höherem Grade regeneriert zu werden wie Preßsaft M 
(vgl. Tab. VI), und Kochsaft aus Münchener Hefe (Kochsaft M) 
für Regenerierungsversuche weniger geeignet zu sein wie solcher 
aus Berliner Hefe (Kochsaft В, vgl. Tab. VIa). Die Preßsäfte 
aus Berliner und aus Münchener Hefe dürften sich demnach nicht 
nur durch ihre oft sehr verschiedene Gärwirkung, sondern auch 
durch ihren Gehalt an Ko-Enzym, Endotryptase und Lipase 
unterscheiden. 

Vielleicht liegt in der Eigenart der angewandten Hefen, die 
in ihrem Enzymgehalt zum Ausdruck kommt, auch die Ursache, 
weshalb die Herren Harden und Young bei der Entdeckung 
des Ko-Enzyms erfolgreicher waren als der eine von uns, obwohl. 
Versuche mit Kochsaft von letzterem, allerdings eben mit Preß- 
saft und Kochsaft aus Münchener Hefe, schon vor vielen Jahren 
angestellt wurden?). Umgekehrt ist die Tatsache, daß Preßsaft, 
welcher seine Gärwirkung auf Zucker ausgeübt hat und dabei 
unwirksam geworden ist, durch Kochsaft regeneriert werden 
kann, den englischen Forschern entgangen. Harden und Young 
wehren sich vor kurzem in einer „Berichtigung‘‘?) ausdrücklich 


1) Andere Wege zur Darstellung von wirksamem Kochsaft в. Harden 
und Young, Proc. Roy. Soc. B. 77, 406, 1906; Buchner und Antoni 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 138, 1905. 

2) Buchner und Rapp, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 2093, 1899, 
Nr. 258 u. 265; vgl. die Monographie „Die Zymasegärung“ 1903, 200, 
Nr. 536 u. 543. 

3) Biochem. Centralbl. 6, 888, 1907. 
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dagegen, daß sie solches festgestellt hätten, was von J. Meisen- 
heimer in einem Sammelreferat!) irrtümlich aus ihren Versuchen 
abgeleitet worden war. Für derartige Experimente eignet sich 
offenbar der Preßsaft aus englischer Oberhefe nicht, besonders 
gut aber der aus Berliner untergäriger Bierhefe?), ein Beweis 
dafür, wie notwendig es ist, daß solche Versuche auf breitester 
Grundlage und mit den verschiedensten Heferassen durchgeführt 
werden. 

Das Ko-Enzym des Hefepreßsaftes ist, da es durch ein 
Gelatinefilter hindurch geht und durch Pergamentpapier dialysiert, 
jedenfalls in Wasser löslich. Bei der Art der Herstellung des 
Preßsaftes, beim Auspressen der zerriebenen Hefezellen, mußte 
demnach das vorrätige Ko-Enzym hauptsächlich in den Preßsaft 
übergehen, während der rückständige Preßkuchen verhältnis- 
mäßig arm daran sein konnte. Dagegen war es denkbar, daß der 
Rückstand noch große Mengen des eigentlichen Gärungsenzyms, 
der Zymase, vielleicht in nicht gelöstem Zustand enthielt. Dafür 
scheint die Tatsache zu sprechen, daß nach R. Albert?) mit 
Hefepreßsaft nur etwa der fünfte Teil jener Gärwirkung zu er- 
zielen ist als mit Dauerhefe, hergestellt aus derselben Hefemenge 
wie der Preßsaft. Wir haben versucht, über diese Verhältnisse 
einigen Aufschluß zu gewinnen durch Zerreiben von rückständigem 
Preßkuchen mit Kochsaft und abermaliges Auspressen. In zwei 
Fällen (в. Tab. XV) wurden auf diese Weise sehr erhebliche 
Mengen von recht wirksamem Preßsaft gewonnen, z. B. beim 
etwas besser verlaufenen ersten Versuche, nachdem aus 1 kg 
Hefe in der gewöhnlichen Weise 490 ccm Preßsaft dargestellt 
waren, welche nach der Prüfung mit Rohrzucker 34 g Kohlen- 
dioxyd zu liefern vermochten, durch Zerreiben des Preßkuchens 
mit 300 ccm Kochsaft und Abpressen noch 330 ccm zweiter 


1) Biochem. Centralbl. 6, 4, 1907. 

з) Es muß hier bemerkt werden, daß unter allen unseren Versuchen 
indessen einmal auch ein Fall eintrat, in welchem nach Stehen mit Zucker, 
also nach Ausübung der Gärkraft, gärunwirksam gewordener Preßsaft В 
auf Zusatz von Kochsaft B sowohl als auch von Kochsaft M sich nur in 
sehr geringem Grade regenerieren ließ, eine Tatsache, die wir nicht weiter 
erklären können, aber auf die Beschaffenheit der angewandten Hefe zu- 
rückführen. 

3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 33, 3777, 1901. 
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Auszug, welche mit Zucker versetzt 22 g Kohlendioxyd zu 
entwickeln imstande waren, also ungefähr zwei Drittel der im 
ursprünglich dargestellten Preßsaft vorhandenen Gärkraft re- 
präsentierten!). Die im zweiten Auszug anwesende Zymase 
stammt aus dem Preßkuchen, das vorhandene Ko-Enzym aber 
der Hauptsache nach wohl aus dem Kochsaft. Durch mehr- 
mals wiederholtes Extrahieren des Preßkuchens mit Kochsaft 
würde man vielleicht feststellen können, ob der Zymasevorrat 
allmählich erschöpft werden kann; darüber sind Versuche be- 
absichtigt. 

Die Vermutung, daß im Ko-Enzym vielleicht organische 
Phosphorsäureester vorliegen, hat es wünschenswert erscheinen 
lassen, außer dem Lecithin auch noch andere organische Phosphor- 
säureverbindungen bezüglich ihrer Wirkung auf gärenden Preß- 
saft zu prüfen. Glycerinphosphorsaures Natrium, angewandt іп 
der 75prozentigen wässerigen Lösung des Handels?), erhöhte die 
Gärkraft des Preßsaftes sehr stark, bei größeren Zusätzen auf 
über das Doppelte (vgl. Tab. XVI), und erwies sich beim direkten 
Vergleich mit Lecithin und sekundärem Natriumphosphat als 
ungefähr ebenso wirksam wie diese (s. Tab. XVII). Dagegen 
zeigte sich allerdings, daß durch Ausübung der Gärtätigkeit auf 
Zucker gärunwirksam gewordener Hefepreßsaft durch Zusatz 
von glycerinphosphorsaurem Natrium nicht regeneriert werden 
kann, ebensowenig wie durch Hinzufügen von reiner Zucker- 
lösung (в. Tab. ХУШ). Außerdem wurde auch die Wirkung 
von Phytin3), angewandt als Phytin pur., welches als saures 
Calciummagnesiumsalz bezeichnet wird und als neutrales Natrium- 
salz, Präparate, die wir dem freundlichen Entgegenkommen der 
Fabrikanten Gesellschaft für Chemische Industrie in Basel 
verdanken, auf die zellfreie Gärung untersucht (s. Tab. XIX). 


1) Ähnliche, aber lange nicht so günstige Resultate wurden schon 
früher beim Extrahieren von rückständigem Preßkuchen mit Wasser 
erhalten; 8. Buchner und Rapp, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 
2087, 1899; vgl. auch die Monographie „Die Zymasegärung‘‘ 1903, 
88—92. 

2) Bezogen von R. Schering, Berlin. 

3) Isoliert aus Reis (Suzukiund Yoshimura, Chem. Centralbl. 1907, 
ТТ, 1636) und aus Gerste (W. Windisch, Jahrb. d Versuchs- u. Lehranst. 
f. Brau. 10, 56, 1907). 
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Hier ergab sich eine starkschädigende Wirkung, auch verhältnis- 
mäßig geringer Zusätze. Insbesondere bei Zugabe von Phytin pur. 
trübten sich die Flüssigkeiten bald; die beträchtliche Gerinsel- 
ausscheidung und die stark saure Reaktion machen es wahr- 
scheinlich, daß Phytin durch die Enzyme des Preßsaftes sehr 
rasch unter Bildung von viel freier Säure gespalten wird, welche 
auf die Preßsaftgärung nachteilig einwirkt. Der bei der Spal- 
tung höchstwahrscheinlich auftretende Inosit wirkt, wie uns ein 
besonderer Versuch zeigte, nicht schädigend auf die zellfreie 
Gärung. 

Endlich sind unten auch noch einige Versuche beschrieben, 
welche den Einfluß von primärem Kaliumphosphat für sich 
(s. Tab. ХХ) und im Vergleich mit sekundärem Salz (в. Tab. ХХІ) 
auf die Gärung durch Hefepreßsaft zeigen, worüber Feststellungen 
bisher noch fehlten. Sie ergaben, daß nur Zusätze von 2,5%, 
des Moriokaliumphosphats für die ersteZeit eine Beschleunigung 
der Gärwirkung herbeiführen, daß aber größere Mengen stark- 
schädigende Wirkung ausüben, wahrscheinlich infolge der sauren 
Reaktion. Das sekundäre Kaliumphosphat wirkt bei weitem 
günstiger. 

Der Schultheiß- Brauerei, A.-G., Berlin, welche uns 
durch die Lieferung vorzüglicher Hefe unterstützt hat, möchten 
wir auch an dieser Stelle unsern besten Dank zum Ausdruck 
bringen. 


Experimentelles. 


Die Anordnung der Versuche erfolgte im allgemeinen wie 
früher beschrieben. Die Menge des entwickelten Kohlendioxyds 
wurde gewichtsanalytisch durch die Verlustmethode, unter An- 
wendung eines Meißlschen Gärventils, festgestellt. Das Ventil 
war bei allen Versuchen mittels eines Glasschliffes auf die Erlen- 
meyer-Kölbchen aufgesetzt, da es sich herausgestellt hatte, 
daß durch Gummistopfen hindurch allmählich ein kleiner Toluol- 
verlust stattfindet. Als Antisepticum diente immer Toluol, von 
welchem jeweils bei den Zusätzen abermals kleine Mengen zugefügt 
wurden. Alle Gärversuche kamen in Thermostaten bei 22° zu 
stehen. Immer wurden zwei Parallelversuche angestellt, welche 
sich gegenseitig kontrollieren. 
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Herstellung der Gärkraft von gärunwirksam gewordenem Preß- 
saft durch Zusatz von Kochsaft. 


Der erste Versuch sei etwas ausführlicher beschrieben. Zu- 
nächst wurde mit dem frischen Preßsaft eine Gärkraftbestimmung 
in der gewöhnlichen Weise ausgeführt. 20 ccm Preßsaft + 8 g 
Rohrzucker + 0,2 ccm Toluol lieferten bei 22° nach 3 Tagen 0,73 g 
Kohlendioxyd. Die Gärkraft war nun erschöpft, denn innerhalb 
des dritten Tages war nur 0,01 g Kohlensäuregas entwichen. 
Nunmehr, also nach einem Gärverlaufe von 3 Tagen, erfolgte 
Zusatz von 20 ccm Kochsaft + 4 g Rohrzucker + 0,2 ccm Toluol. 
Innerhalb 3 Tagen entwichen jetzt abermals 0,32 g Kohlendioxyd, 
und zwar wieder am dritten Tage nur 0,01 р, so daß die Gär. 
wirkung nach 3 Tagen wieder erloschen war. Nun erfolgte ein 
zweiter Zusatz von 10 ccm Kochsaft + 2 р Rohrzucker + 0,2 ccm 
Toluol. Hierauf entwickelte sich abermals Kohlendioxyd, aber 
in 2 Tagen nur 0,17 g, davon am zweiten nur 0,02 g. Nun wurde 
mit den Zusätzen von Kochsaft nach 2 oder 3 oder 4 oder 5 Tagen 
fortgefahren, immer dann, wenn die Gärwirkung fast ganz er- 
loschen war. Dabei kamen nicht nur der gewöhnliche Kochsaft, 
sondern in vielen Fällen auf dem Wasserbad eingedampfter kon- 
zentrierter Kochsaft oder Kochsaftsirup zur Verwendung, und 
es zeigte sich, daß die Gasentwicklung wieder um so stärker 
wurde und um so länger anhielt, je mehr und je konzentrierteren 
Kochsaft man zusetzte. Schon nach sechsmaligem Zufügen von 
Kochsaft, das im ganzen nach 21 Tagen erfolgte, war eine wesent- 
liche Wiederherstellung der Gärkraft nicht mehr zu konstatieren, 
auch der siebente Zusatz von Kochsaft ergab kein besseres Re- 
sultat mehr. Es ist demnach anzunehmen, daß innerhalb dieser 
langen Zeit die Zymase des ursprünglichen Preßsaftes zerstört 
war, so daß weiterer Zusatz von Ko-Enzym ohne Wirkung blieb. 
Im ganzen betrug die nach dem ersten Unwirksamwerden des 
Saftes entwickelte Menge von Kohlendioxyd innerhalb von 25 Tagen 
noch 1,5 g, während die ursprüngliche Gärkraft nur 0,73 g be- 
tragen hatte. Es sei bemerkt, daß der angewandte Preßsaft 
aus Berliner Hefe hergestellt war, während für die Gewinnung 
des Kochsaftes zum Teil Berliner, zum Teil Münchener Hefe 
gedient hatte Die Versuche sind in der Tabelle I zusammen- 
gestellt. 


Gärkraftbestimmung: 20 сеш 
Preßsaft 4 8 g Rohrzucker 
-+ 0,2 cem Toluol 

. Zusatz: 20 cem Kochsaft 
--4 g Rohrzucker . 
+0,2 cem Toluol . . . 





— 


л 


. Zusatz: 10 сеш Kochsaft 
+2 g Rohrzucker . 
-+ 0,2 сеш Toluol 


Zusatz: 10 cem Kochsaft- 
sirup’) + 2 g Rohrzucker . 
| 0,2 ccm Toluol . . . 0,20 
. Zusatz : 30 cem konz. Koch- | 
saft?) 6 g Rohrzucker . 
+ 0,2 ccm Toluol . . 0,09 


. Zusatz: 15 cem konz. Koch- 
saft’) -+ 4 g Rohrzucker . 
+ 0,2 сеш Toluol 

‚ Zusatz: 15 cem konz. Koch- | 
saft‘) + 4 g Rohrzucker . 
+0,3 ccm Toluol . . . 0,04 

. Zusatz: 20 ccm konz. Koch- | | 
заЇї?) 4-4 g Rohrzucker . 
4- 0,2 ест Toluol . . ., 0,03 | 0,04 | 0,05 | 0,05 | — 
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Tabelle I. 


Regenerierung von gärunwirksam gewordenem Preßsaft B 


durch Kochsaft in siebenmaligem Zusatz. 


Zeitpunkt | 
des Zu- 


Kohlendioxyd in g nach Tagen 
















0,38 | 0,42 
0,36 | 0,40 


0,99 | — 
Ж. Ze 


сл 


0,19 — 
020 | = 


3 0,03 | 0,04 | 0,05 | 0,05 | — 


1) Durch Eindampfen erhalten, entsprechend 45 ccm normalem K.ochsaft. 
) Desgl., 60 ccm normalem Kochsaft entsprechend. 


*) Desgl., 60 „ Е А m 
+) Desgl., 60 Di * э" D 
>) Desgl., A0 „ e u ? 


Ein zweiter ausführlicher Versuch mit Preßsaft aus Berliner 


Hefe und Kochsaft aus Münchener Hefe bei sechsmaligem Zusatz 
von letzterem ist in Tabelle II wiedergegeben. Die Anordnung 
war eine ganz ähnliche wie oben beschrieben, so daß ausführliche 
Angaben darüber unnötig erscheinen. Die Gärkraft des ver- 
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wendeten Preßsaftes betrug 0,96 g Kohlensäuregas, während 
durch den sechsmaligen Kochsaftzusatz hernach noch 1,16 g 
Kohlendioxyd ausgetrieben wurde. 


Tabelle II. 
Regenerierung von gärunwirksam gewordenem Preßsaft В 
durch Kochsaft M in sechsmaligem Zusatz. 





Zeitpunkt! Ko 









hlendioxyd in g nach Tagen 





| 6 

Gärkraftbestimmung: 20 cem 

Preßsaft + 8 g Rohrzucker 0,95 | 0,97 |0,97 — | — 

+ 0,2 eem Toluol 0,93 | 0,94 |0,95 | — | — 
1. Zusatz: 20 cem Kochsaft- 

sirup!) + 4 g Rohrzucher 0,38 | 0,48 | 0,53 | 0,59 | — 

+ 0,2 eem Toluol 0,36 | 0,48 | 0,53 | 0,60 |} — 
2. Zusatz: 15 cem konz. Koch- 

saft?) + 4 g Rohrzucker 0,07. D — — 1 — 

+0,3 cem Toluol 0,08 Ion) — | — | — 
3. Zusatz: 20 ccm konz. Koch- | 

saft?) -+ 4 g Rohrzucker 0,13 | 0,17 |0,20: — | — 

+ 0,2 сеш Toluol 0,13 | 0,16 0,19 | = | = 
4. Zusatz: 10 сеш konz. Koch- | | 

ваїї*) + 2 g Rohrzucker 0,05 10,071 — — I — 

+ 0,1 eem Toluol 05/0071 — | — | — 
5. Zusatz: 15 ccm konz. Koch- | 

ваб») + 3 g Rohrzucker 0,06 | 0,08 0,09 | — | — 

+ 0,2 ccm Toluol 0,05 | 0,07 | 0,091 — = 
6. Zusatz: 20 cem konz. Koch- 

saft?) +4 g Rohrzucker 0,05 | 0,07 | — ! 0,09 | 0,11 

+ 0,2 ccm Toluol 0,05 | 0.07 | — |0,09 | 0,11 





1) Durch Eindampfen erhalten, entsprechend 90 ccm normalem Kochsaft. 
?) Desgl., 60 сеш normalem Kochsaft entsprechend. 
з) Desgl., 40 „ 


*) Desgl., 20 „ 7 А 5 
5) Desgl., 30 „ а А б 
в) Desgl., 40 n Li „ ” 


Herstellung der Gärkraft von gärunwirksam gewordener Dauer- 
hefe durch Kochsaft. 


Die Versuche der Tabellen III und IV sind ganz ähnlich 
ausgeführt, wie die bisher beschriebenen, nur kam an Stelle von 
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Hefepreßsaft durch Aceton getötete Dauerhefe zur Anwendung. 
Bei dem Versuche der Tabelle ПІ betrug die in der gewöhnlichen 
Weise bestimmte Gärkraft der Dauerhefe 0,90 р Kohlendioxyd. 
Durch sechsmaligem Zusatz von konzentrierten Kochsäften wurden 
innerhalb 27 Tagen noch 1,12 g Gas nachträglich entwickelt. 

Die Gärkraft der Dauerhefe des Versuches der Tabelle IV 
war ursprünglich 0,67 g Kohlendioxyd, während nach dreimaligem 
Kochsaftzusatz innerhalb 16 Tagen 0,74 g Kohlendioxyd nach- 
träglich entwickelt wurden. 


Tabelle III. 


Regenerierung von gärunwirksam gewordener Dauerhefe durch 
Kochsaft in sechsmaligem Zusatz. 





Zeitpunkt! Kohlendioxyd іп g nach Tagen 














des Zu- _ Е 
'satzesnach 

| Tagen 1 | 2 3 4 5 | 6 

Gärkraftbestimmung: | | | 

Ze Dauerhefe + 4g Rohr- | 
zucker + 10 ccm Wasser — 0,41 0,90 | — | — 
+0,2 ccm Toluol . . . 0,41 | 0,77 | 0,89 10,91 | — ec 

1. Zusatz: 10 cem konz. Koch- | 
saft!) + 2 g Rohrzucker 4 012| — |0,29 |0,35} — | — 
-+ 0,2 ccm Toluol . . . 0,12 | — | 0,29 |0,35 | — | — 

| 


2. Zusatz: 10 cem konz. Koch- 
saft?) + 2 g Rohrzucker 
+ 0,2 ccm Toluol . . . 

3. Zusatz: 10ccm konz. Koch- 
saft?) + 2 g Rohrzucker 
+ 0,2 eem Toluol 


4. Zusatz: 20 cem konz. Koch- 
saft*) + 4 g Rohrzucker 6 
+ 0,2 eem Toluol F 


| 
5. Zusatz: 10 ccm konz. Koch- | 
saft®) + 2 g Rohrzucker 6 

+ 0,1 ccm Toluol є | 


6. Zusatz: 15 ccm konz. Koch- | 
saft’) + 3 g Rohrzucker 3 — |0,02 | 0,03 | 0,04 | — | — 
+ 0,2 cem Toluol | | — [0:03 |004 10041 — | — 

1) Durch Eindampfen erhalten, entsprechend 30 сеш normalem Kochsaft. 
2) Desgl., 20 ccm normalem Kochsaft entsprechend. 

з) Desgl., 40 „ Р 
t) Desgl., A0 „ S Е 
>) Desgl., 20 „ Я e 
°) Desgl., 30 „ e 








” 


з з з з 


KM 
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Tabelle IV. 


Regenerierung von gärunwirksam gewordener Dauerhefe durch 
Kochsaft in dreimaligem Zusatz. 


Zeitpunkt Kohlendioxyd in g nach Tagen 
des Zu- Së 





— 





satzesnach 
Tagen 
Gärkraftbestimmung: 
2 g Dauerhefe + Ae Rohr- 
zucker + 10 ccm Wasser 0,3110,55/0,6610,67| — | — | — | — — 
+ 0,2 сет Toluol . . .|  (0,300,55(0,670,67| — | — — | — — 


1. Zusatz: 15 ccm konz. Koch- 
saft’) +3 g Rohrzucker 0,10! — 10,28/0,3710,43,0,49 2103081 
+ 0,2 ccm Toluol . . . 0,11; — 0,290,37 0,45 0,510,550,59 

2. Zusatz: 20 ccm konz. Koch- 
saft?) + 4 g Rohrzucker 


0,61 
0,64 








0,020,04 0,06 0,08 


| | 


10 | 


| 
+02 cem Toluol . . . ERR э әт 

3. Zusatz: 20 cem konz. Koch- | Ä 
saft’) 44 e Rohrzucker 1: 1001001 ше ча шш ге шш 
4- 0,9 eem Toluol . . . 00200 1 


H 


г) Durch Eindampfen erhalten, entsprechend 30 ccm normalem Kochsaft. 
?) Desgl., 40 ccm normalem Kochsaft entsprechend. 
з) Desgl., 40 „ = e й 


Weitere Regenerierungsversuche mit gärunwirksam gewordenem 
Preßsaft. 

Während die bisherigen Regenerierungen von gärunwirksam 
gewordenem Preßsaft durch Zusatz von Kochsaft nach 3 oder 
4 Tagen stattgefunden hatten, beweisen zwei weitere Versuche 
(Tab. V), daß auch nach 5 bzw. 7 Tagen eine Herstellung der 
Gärkraft durch Kochsaftzusatz noch zu erreichen ist, was zum 
Beweise der Beständigkeit der Zymase Interesse besitzt. Bei 
beiden Versuchen erfolgte nur einmaliger Zusatz von Kochsaft, 
so daß die Tabelle, wie alle folgenden und im Gegensatz zu den 
bisherigen, von links nach rechts gesetzt werden konnte. 
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Tabelle У. 
Regenerierung von gärunwirksam gewordenem Preßsaft В 
durch Kochsaft B. 
, Koblendioxyd ing Koblendioxyd 
Gärkraftbestim- nach Tagen Zusatz ing nach Tagen 


mung des ursprüng- 
lichen Preßsaftes 1 











[в [и von e 



























20 ccm normalem | | | 
е a 0.62)0,77.0,79!0,79| Kochsaft 0,15\0,11|011 
Be Теп]! 061\077|0,78/0,78| + 4g Rohrzucke 0,15/0,17 0,17 
es +0,2 ccm Toluol! 
— 0,6210,76|0,7710,78 — 0,09 0,10 0,10 
— 0,6310,78 |0,8010,80 SE: 0,10,0,11[0,11 




















Die Tabellen VI, VIa und VII geben vergleichende Ver- 
suche wieder mit Preßsäften aus Berliner und Münchener Hefe 
und mit Kochsäften der gleichen Herkunft. Der Zusatz von 
Kochsaft erfolgte nur ein- bzw. zweimal. Aus Tabelle VI ergibt 
sich in vier Doppelversuchen, daß der Preßsaft aus Berliner Hefe, 
nachdem er gärunwirksam geworden ist, durch Zusatz von Koch- 
saft sich besser regenerieren läßt als der Preßsaft aus Münchener 
Hefe. In allen vier Fällen war die Gärwirkung des regenerierten 
Preßsaftes B (aus Berliner Hefe) zwei- bis viermal so stark als 
die regenerierte Gärwirkung des Preßsaftes M (aus Münchener 
Hefe dargestellt). 

Tabelle VI. 
Regenerierung von Preßsäften aus Münchener und Berliner Hefe 
durch Münchener und Berliner Kochsaft. 


























g | Herkunft Kohlendioxyd Kohlendioxyd 
S des in g nach Tagen in g nach Tagen 
Б 8 | $ Gärkraft- u Zusatz e 6 = 
Saig bestimmung | | nach 4 Tagen von 
ЗЕТЕ È | 2 
ИИ Ех 
Me Mm OE OOOO а 
Lal Bı [20 com Pregant 0110890890590 20 com Feit 
‚В |+8gRohrzucker ' | | | _|-+4gRohrzucke 
i ‚9811,221,25i1,25 0 
biM ` F 0,2 cem Toluo 1.2511.271.27 + 0,2 сеш Toluol 
ee E a ee e en rn 
ir | | ‚80.0,9310,9410,94 100,11р,11р,11 
0,800,940,940,94 ‚100,110,110,11 
М | Desgl. Desgl. 
M | ‚8411,1211,1911,2 ‚02:0,02:0,03:0,03 
o 0,85/1,1371,1911,20 0,020,030,03/0,03 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 








































































































= en Kohlendioxyd | Kohlendioxyd 
5 des һ Т i dh Ta 
Е | E | Ф Gärkraft- in g nac Tagen | Zusatz —— mc 
2161 = bestimmung nach 4 Tagen von a 
ЗЕЕ | Ce 3 | 4 
— dB 
— | — 
3а! В 20 cem Preßsaft 0, 820, 950 ‚960,96 20 сет Preßsaft 0 ‚140, 160, 170,17 
Ze —— 810, 920, 960,9 | , Rohrzucke и 140, 160, 170 11 
ч 5 1 А 95 * mag Ч 020, ‚040,050,05 
b (бз 124 + 0,2 сет Toluo олзоо 
el в | 0,790, ai ab 90 | — 0,250,280,29 
0,770,890,900,90 P 0.230,270,28 
M Desgl. S Desgl. А 
ls | 0,951,301 231,24 0.02 ошон 
кек 1,001,2411,261,26 0,02 — 0.080,09 














Beim Vergleiche des Versuches 1 mit 2, 3 und 4 der Tabelle 
scheint es ferner wahrscheinlich, daß der Kochsaft aus Münchener 
Hefe sich weniger für Regenerierungsversuche eignet wie der aus 
Berliner Hefe. Diese Vermutung wird bestätigt durch die Zu- 
sammenstellung in Tabelle VIa, welche die Versuche la und 4a 
der Tabelle VI, die mit demselben Preßsaft B ausgeführt sind, 
aber, einmal unter Anwendung von Kochsaft B, das andere Mal 
unter Anwendung von Kochsaft M, direkt nebeneinander stellt. 
Die Regenerierung durch Kochsaft B erreichte fast die doppelte 
Höhe wie die durch Kochsaft M. 


Tabelle Vla. 


Vergleichende Regenerierung desselben gärunwirksam gewordenen 
Preßsaftes B durch Kochsaft B und M. 


Gärkraft: 20 ccm Preßsaft +8g Zusatz: 20 ccm Kochsaft + 4g 
Rohrzucker + 0,2 ccm Toluol | Herkunft des zu. | Rohrzucker + 0,2 ccm Toluol 
Kohlendioxyd ір g nach Tagen gesetzten Koch- Kohlendioxyd in g nach Tagen 


safts 
2 3 4 
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Man wird sich allerdings hüten müssen, aus diesen Resultaten 
allzu weitgehende Schlüsse zu ziehen, da vielleicht bei anderem 
physiologischen Zustand der betreffenden Hefen zu anderer 
Jahreszeit usw. andere Resultate erhalten worden wären. Daß 
man übrigens auch gärunwirksam gewordenen Preßsaft aus 
Münchener Hefe regenerieren kann, beweisen die beiden Versuche 
der Tabelle VII, bei welchen ein- bis zweimaliger Zusatz von 
Berliner Kochsaft erfolgte. 


Tabelle VII. 


Regenerierung von Preßsaft aus Münchener Hefe durch Berliner 
Kochsaft bei zwei- bezw. einmaligem Zusatz. 


Gärkraft: 20 ccm Preß- || Zusatz nach 4 Tagen: 
saft +8g Rohrzucker 20 ccm konz. Kochsaft!) 


Zusatz nach 4 Tagen: 20 ccm 
konz. Kochsaft?) 










+ 4 к Rohrzucker + 4g Rohrzucker 
+ 0,2 cem Toluol + 0.2 ccm Toluol + 0,2 сет Toluol 
Kohlendioxyd ing nach || Kohlendioxyd ing nach Kohlendioxyd in g nach 
Tagen Tagen 


ılj2laja [314[1{2]з3]|4 (Ain 
1,11|1,54|1,64| 1,661] — |0,27 |0,34: 0,35 | 0,07 |0,15 10,22] — [0,31 
1,10 |1,53 | 1,63 | 1,64] — |0,22 10,28 | 0,30 |/0,07 |0,14 10,20| — |0,29 
oan) — |1,99 [1,93 |0,99 10,46 | 0,58 | 0,64 
0,78] — |1,20|1,20''0.27|0,42 10,54 | 0,61 









| EE EEN 
| 
1) Durch Eindampfen erhalten, entsprechend 40 cem normalem Kochsaft. 
з) Desgl., entsprechend 60 ccm normalem Kochsaft. 


— — 1 — — |] — 
































Regenerierungsversuche mit Preßsaft, welcher durch Stehen 
ohne Zuckerzusatz gärunwirksam geworden ist. 

Ähnlich wie der Hefepreßsaft, indem er seine Gärtätigkeit 
ausübt, also beim Stehen unter Zuckerzusatz, innerhalb 3—4 Tagen 
gärunwirksam wird, ähnlich verschwindet die Gärwirkung des 
Preßsaftes auch beim Aufbewahren ohne Zuckerzusatz, wobei nur 
eine infolge des Glykogengehaltes der Hefe auftretende geringe 
Kohlendioxydentwicklung, die sogenannte Selbstgärung, zu be- 
merken ist. Kann nun solcher durch Stehen gärunwirksam ge- 
wordener Preßsaft durch Kochsaftzusatz noch regeneriert werden? 
Die drei Versuche der Tabelle VIII zeigen, daß es nicht möglich 
ist. Der Preßsaft war immer durch dreitägiges Stehen bei 22° 
gärunwirksam geworden, so daß, wie besonders geprüft wurde, 
auf Zusatz von Rohrzucker keine Kohlendioxydentwicklung mehr 

d 
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eintrat. Die Gärwirksamkeit konnte dann durch Kochsaftzusatz 
nicht mehr hergestellt werden. Es scheint demnach, daß bei 
dem Stehen des Preßsaftes ohne Zucker nicht nur das Ko-Enzym, 
sondern auch die Zymase zerstört wird. 


Tabelle VIII. 


Durch Stehen ohne Zuckerzusatz gärunwirksam gewordener РгеВ- 
saft kann durch Kochsaft nicht regeneriert werden. 















Selbstgärung: | Prüfung ob gär- | Zusatz: 20 ccm Kochsaft +4 g 
= 9) ccm Saft unwirksam Rohrzucker + 0,2 ccm Toluol 
а 0,2 Toluol 
E +0%2ccm Toluol | durch Zusatz von Eohlendioxyd ae nach 
= Tagen 
Zi Kohlendioxyd 
nach einem Tage 







0,10 
0,10 


1) Dieser Preßsaft hatte von vornherein gute Gärkraft gehabt und 
sich, nachdem er durch Stehen mit Zucker seine Gärkraft verloren hatte, 
durch Kochsaft M und B gut regenerieren lassen; es war der zu den Ver- 
suchsreihen 1 und 4 der Tabelle VI verwendete. 

*) Für diesen Preßsaft gilt ebenfalls das bei Anm. 1 gesagte, wovon 
wir uns durch einen Versuch besonders überzeugten. 


ге 





Preßsaft, durch Stehen ohne Zuckerzusatz gärunwirksam ge- 
worden, liefert keinen wirksamen Kochsaft.- 

Da außer der Zymase auch das Ko-Enzym des Hefepreß- 
saftes beim Lagern verschwindet, während also die Selbstgärung 
und Selbstverdauung vor sich geht, war zu vermuten, daß durch 
Aufbewahren gärunwirksamer Preßsaft beim Aufkochen und 
Filtrieren keinen wirksamen Kochsaft mehr liefert. Zur Prüfung 
wurde frischer Hefepreßsaft B 4 Tage bei 22° unter Toluolzusatz 
aufgestellt und, nachdem ein Kontrollversuch ergeben hatte, daß 
nunmehr auch auf Zuckerzusatz keine Gärwirkung eintritt, durch 
Erhitzen im Wasserbad, Filtrieren, Aufkochen und abermaliges 
Filtrieren auf Kochsaft verarbeitet. Dieser wurde dann zugesetzt 
zu einer Probe desselben ursprünglichen Preßsaftes, die durch 
Zufügen von Zucker und Toluol unter Ausübung der Gärtätigkeit 
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unwirksam geworden war. Zur Kontrolle kam genau derselbe 
Versuch mit normalem Kochsaft zur Ausführung. Es ergab sich 
(vgl. Tab. IX), daß der Kochsaft aus dem selbstverdauten und 
selbstvergorenen Preßsaft unwirksam war und keine regenerie- 
rende Kraft besaß, während der normale Kochsaft denselben 
unwirksam gewordenen Preßsaft in der gewohnten Weise wieder 
zur Wirkung brachte. 


Tabelle IX. 


Durch Stehen ohne Zuckerzusatz gärunwirksam gewordener Preß- 
saft liefert keinen wirksamen Kochsaft. 








Gärkraftbestimmung: 
20 ccm Preßsaft + 8 g Rohrzucker 
+ 02 ccm Toluol gaben Kohlen- 
dioxyd in g nach Tagen 


Zusatz: Regenerationswirkung: 
4g Rohrzucker | Kohlendioxyd in g nach Tagen 
+ 0,2 сет Toluol 
und 









20 ccm normaler 
Kochsaft B — | 027 | 0,97 
1,12 |20 нга — |0,01 | 001 
WITK- 
aus gärunwi — Ton | оо 





1,10 samem Preßsaft 





Wie verhält sich das Ko-Enzym des Kochsaftes gegenüber 
proteolytischen Enzymen? 

Da das Ko-Enzym des Preßsaftes beim Stehen allmählich 
verschwindet, mußte man vermuten, daß daran die übrigen 
Enzyme des Preßsaftes Schuld tragen. Zunächst prüften wir, 
ob der Kochsaft durch längere Behandlung mit Tryptase seine 
Wirkung einbüßt, ähnlich, wie früher nachgewiesen wurde, daß 
die gesamte Gärwirkung des frischen Preßsaftes durch Digerieren 
mit Tryptase bedeutend herabgedrückt wird. Tabelle X (s. u.) 
gibt zunächst einen Doppelversuch, bei welchem frischer Preß- 
saft unter Zucker- und Toluolzusatz 4 Tage bei 22° aufgestellt 
wurde. Nachdem der Preßsaft auf diese Weise gärunwirksam 
geworden war, erfolgte beim einen Teil zur Kontrolle Zusatz von 
normalem Kochsaft, beim andern Zusatz von Kochsaft, der 
vorher mit Tryptase wie folgt behandelt war: 50 ccm Kochsaft 
wurden mit 1 g Tryptase angerieben, einen Tag bei 22° aufgestellt, 
dann 2 Minuten lang aufgekocht, filtriert und wieder auf 50 ccm 
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aufgefüllt. Von der so erhaltenen Flüssigkeit wurden 20 ccm 
zugesetzt. Auch der normale Kochsaft war hier, um den direkten 
Vergleich besser zu ermöglichen, ebensolange aufgekocht und 
filtriert worden. Die übrigen drei Versuche der Tabelle X sind 
ganz ähnlich angeordnet. Die Einwirkung der Tryptase wurde 
auf 1—3 Tage ausgedehnt und bei den Versuchen 2 und 3 an 
Stelle von normalem Kochsaft auf dem Wasserbade auf das 
halbe Volumen eingedampftes Präparat angewandt. Die Ver- 
suche 2—4 führen zu dem Ergebnis, daß die Tryptasebehandlung 
die Wirksamkeit des Kochsaftes nur wenig schädigt. Nur bei 
Versuch 1, zu welchem ein Kochsaft M von überhaupt geringer 
Regenerationswirkung Anwendung fand, zeigte sich eine Herab- 
minderung der Wirksamkeit des Kochsaftes durch Tryptase- 
behandlung auf etwa ein Drittel, also auch keine völlige Ver- 
nichtung. Proteolytische Enzyme scheinen demnach nicht die 
Hauptursache des Verschwindens des Ko-Enzyms beim Lagern 
von Preßsaft zu sein. 


Tabelle X. 


Wirkung von Tryptase auf Kochsaft, geprüft durch Regenerierung 
von gärunwirksam gewordenem Preßsaft. 


Gärkraftbestimmung: . 
Regenerationswirkung: 
Е 20 ccm Preßsaft + 8 g Rohr- Zusatz: Kohlendioxyd in g nach 
= zucker +-0,2ccmToluol gaben 4 g Rohrzucker Tagen 
8 |KohlendioxydingnachTagen| + 02 ccm Toluol und 


а азарае рз [а 


1 [ово 0,93 | 0,94 | 0,94 | 20 eem normaler | 0,10 
: 0,80 | 0,94 | 0,94 | 0,94 Kochsaft M 0,10 


20 eem mit Tryptase 





0,81 | 0,94 | 0,95 | 0,95 0,03 

0,80 | 0,94 | 0,94 | 0,94 | behandelter Koch- | 903 
saft М!) 

2 | 0,51 | 0,59 0,59 |0,59) 20 ccm konz) |011, — |0,17|0,19 
0,52 | 0,59 | 0,60 10,605 Косһва М |0,19 | — 1018 [0,19 
0,50 | 0,58 | 0,59 | 0,59 — — 0,071 — | 013 |0,14 
0,49 | 0,57 | 0,57 | 0,57 r 0002. Tool — |0,13 [0,14 


Kochsaft М?) 


1) 1 Tag mit Tryptase behandelt. 
*) 200 ccm normaler Kochsaft waren auf 100 стт eingedampft worden. 
з) 2 Tage mit Tryptase behandelt. 
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Gärkraftbestimmung: i , 
Regenerationswirkung: 
Б 120 cem Preßsaft + 8 g Rohr- e S 
Я |sueker-+O2cemTolnolgaben Zusatz: Kohlendioxyd ing nach 
= Kahlendloxvät — 4g Rohrzucker Tagen 
L aohfendfoxzyd EE EE MET 1 ag eem Toluol und 


20 eem Konz 7" 
Kochsaft M 
20 сеш mit Tryptase 


behandelter konz. 
Kochsaft M?) 













1,11 | 1,12 | 20 ccm normaler | 0,20 
1,10 | 1,12 Kochsaft B | 0,21 


20 cem mit Tryptase 
behandelter Koch- 


0,65 
0,65 














0,64 1,12 | 1,14 0,18 


060l — 2181914 а В5 0,17 
0,63] — |111 |119 — 0,17 
08| — 1111 |113 e 0,17 


1) 200 ccm normaler Kochsaft waren auf 100 ccm eingedampft worden. 
2) 3 Tage mit Tryptase behandelt. 


» 1 Tag „ > л 
)3 Тае, , e 
Schädigt durch Lagern unwirksam gewordener Preßsaft den 
Kochsaft? 


Wenn irgend welche Enzyme des Hefepreßsaftes das Ko- 
Enzym zerstören, so mußte Kochsaft durch älteren gärunwirksam 
gewordenen Preßsaft geschädigt werden. Zwei Versuche (siehe 
Tab. XI) beweisen in der Tat, daß Kochsaft, der, einen Tag mit 
altem Preßsaft vermischt, bei 26° gehalten worden war, seine 
ganze Regenerationswirkung auf gärunwirksam gewordenen Preß- 
saft eingebüßt hatte. Der für diese Versuche verwendete alte 
Preßsaft war durch 3 Tage langes Stehen von frischem Hefepreß- 
saft bei 22° erhalten worden und besaß, wie ein Kontrollversuch 
zeigte, für sich keine Gärwirkung mehr auf Zucker. Nachdem er 
mit dem Kochsaft in der angegebenen Weise gestanden hatte, 
wurde das Ganze aufgekocht, filtriert und nach dem Abkühlen 
zu Preßsaft gesetzt, der durch Gärung unter Zuckerzusatz un- 
wirksam geworden war. Es erfolgte keine Regenerationswirkung, 
während in den Kontrollversuchen derselbe Kochsaft, mit dem- 
selben alten Preßsaft versetzt, aber dann sogleich aufgekocht 
und filtriert, gärunwirksamen Preßsaft lebhaft regenerierte. 
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Tabelle ХІ. 
Wirkung von gelagertem Preßsaft auf Kochsaft, geprüft durch 
Regenerierung von gärunwirksam gewordenem Preßsaft. 





Gärkraftbestimmung: ; | 
БЫ 20 сет Preßsaft +8g Rohr- Zusatz: Regenerationswirkung: 
g | zucker + 0,2ccm Toluol 4g Rohrzucker Koblendioxyd ing nach 
S | gaben Kohlendioxyd ing 0 Toluol Tagen 
= nach Tagen +02 Soe ошо i 

Е |4 | 1 е 


— — — —— — — —— 
a — —ñ — I 


20 cem Kochsaft) 0,19 0,26 | 0,31 

(Kontrolle) 0,18 | 0,25 | 0,30 

20 cem Kochsaft mit 
3 Tage altem Preß- 
saft behandelt 








25 ccm Kochsaft') 
(Kontrolle) 


25 сеш Kochsaft mit 
3 Tage altem Preß- 
saft behandelt 

1) Wie im Text erwähnt behandelt. 


Wirkung von altem Preßsaftsirup auf Kochsaft. 

Dampft man den frischen Hefepreßsaft im Vakuum ein, 
so erhält man einen dickflüssigen Preßsaftsirup, der beim richtigen 
Verfahren noch gute Gärkraft auf Zucker besitzt. Beim Lagern 
geht aber letztere innerhalb weniger Wochen verloren, die proteo- 
lytische Wirkung des Preßsaftsirups bleibt dagegen monatelang, 
wie wir durch besondere Versuche mit Verflüssigung von Gelatine 
festgestellt haben, erhalten. Wir behandelten nun Kochsaft mit 
solchem Preßsaftsirup, der 36 Tage bzw. 6 Monate alt war, indem: 
wir das Gemenge 1—3 Tage bei 22° stehen ließen. Dann wurde 
aufgekocht und das Filtrat zu gärunwirksamem Preßsaft gesetzt, 
um die Regenerationswirkung zu prüfen. Zu Kontrollversuchen 
wurde derselbe Kochsaft mit dem betreffenden Preßsaftsirup 
gemischt, dann aber sofort aufgekocht und filtriert; die Regene- 
rationswirkung war dann immer eine gute. Die vorliegenden drei 
Versuche (s. Tab. XII) zeigen, daß 36 Tage alter Preßsaftsirup 
bei eintägiger Einwirkung auf Kochsaft dessen Regenerations- 
wirkung, also seinen Ko-Enzymgehalt, auf die Hälfte herabsetzt 
(Versuch 1), bei dreitägiger Einwirkung völlig vernichtet (Ver- 
such 2), während der !/, Jahr alte Preßsaftsirup die Wirksamkeit 
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des Kochsaftes weder nach zweitägiger Behandlung (Versuch 3) 
noch nach dreitägiger (Versuch 2) deutlich schädigt. Der wirk- 
same Stoff des Preßsaftes, welcher das Ko-Enzym schädigt, ist 
demnach im 36 Tage alten Preßsaftsirup noch vorhanden, nicht 
aber mehr in dem 6 Monate alten, obwohl beide Preßsaftsirupe, 
wie besonders festgestellt wurde, die gleiche lösende Wirkung 
auf Gelatine ausübten. Es kann sich demnach bei dem Ver- 
schwinden des Ko-Enzyms nicht um eine Wirkung der pro- 
teolytischen Enzyme, speziell der Endotryptase, handeln. 


Tabelle XL. 


Wirkung von altem Preßsaftsirup auf Kochsaft, geprüft durch 
Regenerierung von gärunwirksam gewordenem Preßsaft. 



















Gärkraftbestimmung: Regenerationswirkung: 


5 |20ссш Preßsaft B-+8g Rohr- Zusatz: і і 
E zucker +0,2ccm Toluol gaben 46 — Kat SS 
E KohlendioxydingnachTagen +02 ccm Toluol und = 


20 eem Kochsaft‘) 
(Kontrolle) 

20 сеш Kochsaft В, 

mit 36 Tage altem 

Preßsaftsirup be- 

handelt!) 





— | 1,16 | 1,17 (Kontrolle) 
20 сеш Kochsaft В, 


2 10,691 — |1,13 | 1,14 | 20 ccm Kochsaft‘) 
0,70 | — | 1,15 | 1,20 | mit 36 Tage altem 
0,70 | — |1,14 | 1,18 | Preßsaftsirup ge- 
standen?) 
Dë) e EE 
0л е Eer ET Tr 
j i ’ | saftsirup gestanden?) 
3 | 0,89 | 1,04 | 1,05 | — | 20 ccm Kochsaft‘) 
0,90 | 1,04 | 1,04 | — (Kontrolle) 
20 cem Kochsaft M, 
0,91 | 1,03 | 1,04 | — [mit '/, Jahr altem | 0,17 | 0,23 | — |0,25 
0,90 | 1,03 | 1,04 | — | Preßsaftsirup ge- | 0,18 | 0,23 | — | 0,25 
standen?) 


1) 1 Tag lang bei 22°. 
) 3 Tage bei 22°. 
3) 2 Tage bei 22°. 
*) Wie im Text erwähnt behandelt. 
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Sind es Lipasen, welche das Ko-Enzym zerstören? 

Um zu untersuchen, ob es vielleicht ein den Lipasen nahe- 
stehendes Enzym sein könnte, welches das Ko-Enzym im Preß- 
saft beim Lagern zerstört, haben wir einige Versuche über die 
Einwirkung von Lipase-Emulsion aus Ricinussamen auf Kochsaft 
ausgeführt. Zunächst aber mußte festgestellt werden, ob eine 
derartige Lipase-Emulsion nicht an und für sich, selbst in erhitztem 
Zustand, die Gärkraft von Preßsaft in bedenklicher Weise schädigt. 
Drei Versuche (s. Tab. XIII), bei deren erstem der Preßsaft nur 
mit Wasser, bei deren zweitem mit auf 100° erhitztem Lipase- 
präparat, bei deren drittem endlich mit nicht erhitztem Lipase- 
präparat versetzt wurde, ergaben, daß die Gärwirkung durch 
das wirksame Enzympräparat nur um etwa 10%, herabgedrückt 
worden war, durch das aufgekochte dagegen nicht nennenswert. Die 
beabsichtigten Versuche mit Ricinuslipase waren demnach zulässig. 


Tabelle XIII. 
Preßsaftgärung und Lipase-Emulsion aus Ricinussamen. 


Је 20 ccm Preßsaft + 5 ccm Wasser bzw. erhitztes und nicht erhitztes 
Lipasepräparat + 8 g Robrzucker + 0,2 сеш Toluol. 22°. 








Kohlendioxyding 
nach Tagen 














Proßsaft Zusatz von 












20 0,87 
2 20 5 ccm Lipasepräparat, 0,67 | 0,82 | 0,85 
on erhitzt 0,68 | 0,84 | 0,88 
3 20 5 ccm Lipasepräparat, 0,76 | 0,78 
20 nicht erhitzt 0,74 | 0,75 | 0,75 








Über die Einwirkung von Lipase-Emulsion auf Kochsaft liegen 
drei Versuche mit zwei verschiedenen Lipasepräparaten aus 
Ricinussamen vor, für die wir Herrn Dr. E. Hoyer zu Dank 
verpflichtet sind. Beim ersten und dritten wurde der Kochsaft 
bei 37° mit der Ricinuslipase digeriert, beim zweiten nur bei 26°, 
aber dafür 3 Tage lang, wie beim ersten Versuch, wogegen beim 
dritten die Einwirkung schon nach einem Tage unterbrochen wurde. 
Während bei den Versuchen 1 und 2 normaler Kochsaft in An- 
wendung kam, wurde bei Versuch 3 konzentrierter Kochsaft 
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benützt. Infolge der großen Menge von anwesendem Ko-Enzym 
und der kurzen Zeit des Digerierens war bei Versuch 3 die Lipase- 
wirkung noch keine vollständige und noch deutliche Regenera- 
tionswirkung vorhanden, während bei Versuch 1 und 2 die Wirkung 
des mit Lipase behandelten Kochsaftes auf gärunwirksam ge- 
wordenem Preßsaft ausblieb. Nach der Einwirkung war das 
Gemenge von Lipase-Emulsion und Kochsaft beim ersten Versuche 
direkt zu gärunwirksam gewordenem Preßsaft, beim zweiten und 
dritten nach dem Erhitzen auf 100° und Kolieren zugesetzt 
worden, letzteres um die Lipasewirkung während der Gärkraft- 
bestimmung auszuschalten. Bei jedem Versuche wurde ein be- 
sonderer Kontrollversuch ausgeführt, bei welchem Kochsaft mit 
vorher erhitzter Lipase-Emulsion ebensolange digeriert wurde wie 
bei den Hauptversuchen. Der Kochsaft der Kontrollversuche 
zeigte dann noch gute Regenerationswirkung auf gärunwirksam 
gewordenen Preßsaft. Die Frage, welche sich als Überschrift 
dieses Kapitels findet, muß demnach bejaht werden. Es scheinen 
hauptsächlich Lipasen zu sein, welche das Ko-Enzym des Preß- 
saftes vernichten. 
Tabelle XIV. 
Wirkung von Lipase-Emulsion auf Kochsaft, geprüft durch 
Regenerierung von gärunwirksam gewordenem Preßsaft. 







Gärkraftbestimmung: 







Regenerationswirkung: 







2 e 

© | 20 ccm Preßsaft -+ 8g Rohr- Zusatz: S Ё 

Я |zucker+02ccmTuluolgaben de Rohrzucker nn g nach 

В Kohlendioxydingnach Tagen] + 0,2 ccm Toluol ag 
PAGEONE oe ern а 


0,99 | 20 ccm Kochsaft!) 










0, 96 Lipasepräparat be- 
handelt?) 


1,14 | 20 cem Kochsaft?) 
1,07 | 1,13 | 1,13 (Kontrolle) 0,17 | 0,20 


1,09 | 1,12 | 1,12 Ee a 0,01 | 0,01 
1,09 | 1,13 | 1,1 À | 

] 3 дарис 0,01 | 0,01 
1) Wie im Text erwähnt behandelt. 
з) 3 Tage bei 37°. 
з) 3 Tage bei 26°. 














36* 
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Tabelle XIV (Fortsetzung). 









Gärkraftbestimmung: 





Regenerationswirkung: 











8 90 ccm Preßsaft + ge Rohr- Zusatz: 
zucker+0,2ccm Toluolgaben 4g Rohrzucker Kohlendioxyd in g nach 
Е Kohlendioxyd іп g nach 0 Tagen 
Tagen +02ccm Toluol 
Z und 









25 сет konz.?) Koch- 
saft?) (Kontrolle) 
25 сеш konz. Koch- 
ваб") mit Lipase- 
emulsion behandelt’) 







1) Wie im Text erwähnt behandelt. 
?) 1 Tag bei 37°. 
3) 170 сеш normaler Kochsaft waren auf 100 ccm eingedampft worden. 


Herstellung von Preßsaft aus Preßkuchenrückständen 
mittels Kochsaft. 


Wenn das Gärungsenzym tatsächlich aus zwei verschiedenen 
Bestandteilen, der Zymase und dem Ko-Enzym, besteht, von 
denen das Ko-Enzym dialysierbar und in Wasser leicht löslich ist, 
во war ев interessant, zu versuchen, ob man aus dem Rückstande 
beim Auspressen der zerriebenen Hefezellen, dem sogenannten 
Preßkuchen, nicht durch Kochsaft außerordentlich wirksame 
Preßsäfte herstellen kann. Der Preßkuchen wird für gewöhnlich 
kein Ko-Enzym mehr aufweisen, da dieses, im Safte gelöst, aus- 
gepreßt wurde. In der Tat ergaben zwei Versuche (s. Tab. XV), 
daß man mit Hilfe von Kochsaft aus dem Preßkuchen noch sehr 
wirksame Preßsäfte darzustellen vermag. Im ersten Versuch 
wurden z. B. aus 1 kg Berliner Hefe 490 ccm Preßsaft gewonnen, 
dessen Gärkraft für 20 ccm 1,41 g Kohlendioxyd betrug. Der rück- 
ständige Preßkuchen wurde mit 300 ccm Kochsaft B abermals 
zerrieben und mit Hilfe der hydraulischen Presse 330 ccm Preß- 
saft abgepreßt, die eine Gärkraft von 1,44 g Kohlensäuregas für 
20 ccm aufwiesen, also nicht weniger als der ursprüngliche 
Preßsaft. Aus 1 kg Hefe sind demnach unter Zuhilfenahme von 
Kochsaft im ganzen 820 ccm Preßsaft mit ausgezeichneter Wirkung 
erhalten worden. | 
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Der zweite Versuch, mit Münchener Hefe angestellt, ergab 
auch ein ähnliches Resultat, nur war hier die Gärkraft des mit. 
Kochsaft hergestellten Auszuges aus dem Preßkuchen wesentlich 
schwächer als die des ursprünglichen Saftes. Auch hier scheint 
sich die Münchener Hefe weniger zu eignen als die Berliner. 


Tabelle XV. 
Kochsaft als Extraktionsmittel des rückständigen Preßkuchens. 















Gärkraft: 20 ccm Preßsaft + 8g Rohr- 
zucker + 0,2 ccm Toluol. 
Kohlendioxyd in g nach Tagen 


Nähere Bezeichnung 
des 
Preßsaftes 


Nummer | 


1 | Normaler Preßsaft B, aus 1 kg 0,76 
Hefe erhalten: 490 ccm Saft | 0,76 


Durch Extrahieren des rückstän- 
digen Preßkuchens mit 300 cem 
Kochsaft B erhaltener Preß- | 0,56 | 1,07 
saft: 330 ccm. . 2.2... 0,55 1,02 











2 | Normaler Preßsaft M, aus 500 g | 1,14 
Hefe erhalten: 250 eem Saft | 1,15 


| Durch Extrahieren des rückstän- 
| digen Preßkuchens mit 150 cem 
| Kochsaft М erhaltener Preß- | 0,44 | 0,80 | 0,89 | — 
| 


BREITE РИ a 0,44 0,81 0,90 | — 


Einwirkung von glycerinphosphorsaurem Natrium auf die Gär- 
wirkung des Preßsaftes. 

Zusätze von Natriumphosphat und von Lecithin erhöhen 
die Gärwirkung des Preßsaftes.. Um zu prüfen, ob auch andere 
Örganophosphorsäureverbindungen ähnlich wirken wie die letzt- 
genannte Substanz, haben wir eine größere Anzahl von Versuchen 
mit glycerinphosphorsaurem Natrium ausgeführt, welches in 
75prozentiger wässeriger Lösung als Sirup in den Handel ge- 
bracht wird!). Es zeigt sich dabei, daß auch diese organische 
Phosphorsäureverbindung einen besonders die Angärung er- 
‚'höhenden Einfluß ausübt (s. Tab. XVI). 


1) Bezogen R. von Schering, Chausseestr. 19, Berlin. 
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Tabelle XVI. 


Preßsaft und glycerinphosphorsaures Natrium. 


Preßsaft, verdünnt und unverdünnt, 4 wechselnde Mengen glycerinphosphor-: 
saures Natrium + 8 g Rohrzucker + 0,2 сеш Toluol. 22°. 








ccm 

1 20 0 0 0,87 
2 20 0 0 0,90 
3 20 0 ch 1,47 
4 20 0 2,7 1,46 
5 10 10 0 0,32 
6 10 10 0 0,31 
1 10 10 0,66 0,52 
8 10 10 0,66 0,51 
9 10 10 2,1 0,84 
10 10 10 2,7 0,83 
1,33 

1,30 

1,76 

1,79 

1,87 

1,89 

1,93 

1,94 

0,50 

0,51 

0,89 

0,88 

1,12 

24 10 10 | 27 1,12 





1) Die Zahlen beziehen sich auf das 75 proz. Präparat von Schering. 


In Tabelle XVII finden sich vergleichende Versuche zwischen 
sekundärem Natriumphosphat, Lecithin und glycerinphosphor- 
saurem Natrium. Beim ersten Versuch wurden die drei Stoffe in 
solchen Mengen verwendet, daß annähernd gleichviel Phosphorsäure 
zugesetzt war, wobei allerdings zu bemerken ist, daß das Lecithin 
größtenteils als Emulsion bzw. als halbfeste Masse auf der 
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Oberfläche die Flüssigkeit vorhanden war. Unter diesen Um- 
ständen wirken diese drei Stoffe in gleichem Maße die Gärwirkung 
erhöhend. Bei den beiden andern Versuchsreihen der Tabelle 
wurden dieselben Mengen der drei Substanzen zugesetzt, wobei 
sich Leeithin und glycerinphosphorsaures Natrium dem Natrium- 
phosphat gegenüber vielleicht als etwas überlegen erwiesen. 


Tabelle XVII. 
Vergleich von glycerinphosphorsaurem Natrium mit sekundärem 
Natriumphosphat und Lecithin. 




















dÉ = Zusatz von Stat? 
E Я 9 S | glycerinphos- sekundärem SR фт * = 8 
НАИ ы 
Ое ы ge: є_|1|2|3]4]|5 
191 1120 0,50 0,95|0,9911,0011,00 
2\20 0,4910,91|0,94.0,96:0,96 
3/10 0,1610,31/0,3310,3410,34 
| 4110 9,17/0,3110,3310,33|0,34 
| 5110 0,3310,62/0,64!0,6610,66 
6/10 0,3410,63|0,65!0,66 0,66 
| 7 | 10 9,3010,6310,6410,64!0,65 
| 8.10 0,3110,6410,65/0,66/0,67 
9110 0,1710,4410,5710,6410,65 
110 110 0,17|0,480,55)0,610,6° 
П | 12% | — [1,19|1,26/1,29/1,99 
2\20 | —  11,1011,2411,2611,26 
3.10|10 ei = — 0,370,40]0,41/0,41 — 
4.10|10 — * — 0,350,3710,380,38) — 
5.10] 10 1,0 = — 0,7410,8410,8410,84| — 
6.10] 10 1,0 u — 0,130,830,840,85| — 
"10110 *— 1,0 —  10,6510,7010,7210,72| — 
810] 10 = 1,0 — 0,6410,7010,7110,79/ — 
9,1010 = $ 38 10 0,520,73!0,840,8810,89 
10 10 10 SN | * 1,0 0,5110,71/0,81/0,8510,86 


) Die bei diesem Versuche zugesetzten Mengen von glycerinphos- 
phorsaurem Natrium, Natriumphosphat und Lecithin sind so gewählt, daß 
sie in ihrem Phosphorsäuregehalt annähernd gleich sind; es muß aber be- 
merkt werden, daß daß Leeithin nicht gleichmäßig in der Flüssigkeit ver- 
teilt bleibt. 

) Die Zahlen beziehen sich auf die wasserfreie Verbindung. 

*) Na,HPO, + 12 H,O. 
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Tabelle XVII (Fortsetzung). 























| |©| — Kohlendioxyd in 

5 Ig 2 |glycerinphos- sekundärem | | т ы Б Е 

ЗЕРЕ — — Leeithin or 

5 e cemjcem g Р = | g EISE 5 

ш 1120101 — | — — 0,720,94\0,960,96| — 
— Se: Al e gc el Zeg He Ke Zeg 
| 3/1010 — — — 02270,320,33 0,34 — 
аро =  — | = (027034035036 — 
511010 1,0 a —  0,5210,6910,7210,73] — 
6110/10 1,0 = —  10,52.0,6810,7310,74] — 
|2100] — | 18 —  0,4810,5710,6000,611 — 
Е: | 10 — 0,46/0,57/0,5910,59| — 


| = | — 1,0 ,2910,5110,58)0,62!0,63 
10|10110] - | — 1,0 0,290,500,56)0,59/0,59 
1) Die Zahlen beziehtn sich auf die wasserfreie Verbindung. 
2) Na, HPO, + 12 H,O. 
®) Durch Bruch des Kolbens verunglückt. 


10 d Se 


Während nach den Ergebnissen dieser Versuche ein Zusatz 
von glycerinphosphorsaurem Natrium die zellfreie Gärung nicht 
unbeträchtlich erhöht, kann es doch nicht an Stelle von Koch- 
saft, etwa zur Regenerierung von gärunwirksam gewordenem 
Preßsaft, Anwendung finden, ebensowenig wie Zuckerlösung 
(Kontrollversuch). Ein ausführlicher Versuch gibt darüber Auf- 
schluß (s. Tab. XVIII). Die Glycerinphosphorsäure steht dem- 
nach dem Ko-Enzym wahrscheinlich nicht sehr nahe. 


Tabelle ХУШ. 
Wirktglycerinphosphorsaures Natrium regenerierend wieKochsaft ? 












Gärkraftbestimmung: 


Regenerationswirkung: 
20 ccm Preßsaft B+8g Rohr- Zusatz: Koblendioxyd in g nach 
zucker +0,2ccm Toluol gaben Are Rohrzucker + 0,2ccm Tagen 
Kohlendioxyd ingnachTagen Toluol und | 


20 сеш Wasser 


0,89 20 cem normaler Koch- 0,28 
0,90 saft B 0,17 | 0,23 0,26 
0,88 e — +38 | 000 |0,01 бы 
0,89 8y EN 0,01 ! 0,01 — 


Natrium (wasserfrei) 
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| Phytin und die zellfreie Gärung. 

Unter den in der Natur weitverbreiteten, fabrikmäßig dar- 
gestellten organischen Phosphorsäureverbindungen ist noch das 
Phytin, welches für Versuche mit zellfreier Gärung geeignet er- 
schien. Die Gesellschaft für Chemische Industrie in Basel 
hat auf unsere Bitte zwei Präparate eingesandt: Phytin purum, 
welches als saures Calciummagnesiumsalz bezeichnet wird, und 
neutrales Phytinnatrium. Beim Zusatz dieser Präparate zu 
frischem HefepreßBsaft zeigte sich, daß auch das neutrale, und 
vielmehr noch das saure, obwohl letzteres im Preßsaft nur teil- 
weise löslich ist, schädigende Wirkung ausüben; im Gegensatz 
zu Lecithin, glycerinphosphorsaurem Natrium und sekundärem 
Natriumphosphat bringen also Phytinpräparate die zellfreie 
Gärung nicht rascher in Gang; wahrscheinlich werden sie durch 
die Enzyme des Preßsaftes vorzeitig unter Bildung von schäd- 
licher freier Phosphorsäure zerlegt. 


Tabelle XIX. 
Preßsaftgärung bei Zusatz von Phytin, 


Je 20 ccm Preßsaft + 8 g Rohrzucker + wechselnde Mengen Phytinpräparat: 
+ 0,2 cem Toluol. 22°. 





1 20 0 | — | 0,81 | 097 | 0,98 | 0,99 
2 20 0 — | 081 | 0,95 | 0,96 | 0,9 
3 20 'Phytin- | 05 | 043 | 064 | 0,71 | 0,73 
4 20 natrium | 05 | 041 | 062 | 069 | 0,72 
5 20 desgl. 20 | 032 | 052 | 062 | 0,67 
6 20 20 | 033 | 054 | 064 | 0,69 
7 20 Phytin 05 | 049 | 0,67 | 073 | 0,74 
8 20 purum 0,5 | 049 | 0,70 | 05 | 0% 
9 20 — 20 015 | 016 | 016 | 0,16 
10 20 | en 


2,0 | 0,19 0,20 0,20 0,20 


| Preßsaft und primäres Kaliumphosphat. 
Im folgenden sind noch einige Versuche mit primärem Kalium- 
phosphat (KH,PO,) bezüglich seiner Wirkung auf die Preßsaft- 
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gärung, die bisher noch nicht untersucht war, zusammengestellt. 
Aus Tabelle XX ergibt sich, daß ein Zusatz von 2,5%, dieses 
Salzes die Angärung stark beschleunigt, während die Gesamtgär- 
wirkung eher etwas herabgedrückt wird. Ein Zusatz von 10% 
aber schadet, wahrscheinlich infolge der sauren Reaktion, außer- 
ordentlich. 


Tabelle XX. 
Preßsaft und primäres Kaliumphosphat. 
% ccm Preßsaft + Kaliumphosphat 4 8 g Rohrzucker + 0,2 eem Toluol 22°. 
















Primäres 
Kalium- 
phosphat 


Kohlendioxyd in g nach Stunden 


Nummer 


In Tabelle XXI ist dann die Wirkung von primärem und 
sekundärem Kaliumphosphat nebeneinander gestellt, und zwar 
wurden molekulare Mengen der beiden Salze angewandt, und 
so viel von beiden, daß der Phosphorsäuregehalt 2 g krystalli- 
siertem Dinatriumphosphat entspricht. 2 g Na,HPO, + 12 H,O 
hat sich nämlich bei ausführlichen früheren Versuchen als der 
optimale Zusatz erwiesen. Es ergab sich, daß sekundäres Kalium- 
phosphat viel günstiger wirkt als primäres, welch letzteres die 
Gärwirkung des Saftes in einer Konzentration von 3,8%, bereite 
sehr stark herabdrückt, während 4,8%, sekundäres Kaliumphos- 
phat die Gärkraft um etwa die Hälfte erhöht. Wahrscheinlich 
wird die saure Reaktion des primären Salzes hieran Schuld 
tragen. 
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Tabelle ХХІ. 
Vergleich von primärem mit sekundärem Kaliumphosphat. 
% ccm Preßsaft +4 molekulare Mengen von Mono- bzw. Dikaliumphosphat 
+ 8 g Rohrzucker + 0,2 ccm Toluol. 22°. 


Sekundäres 
Kalium- 
phosphat 






Kohlendioxyd in g nach Tagen 





Nummer 




















055 | 114 

















053 | 113 1,20 
0,33 | 0,65 0,75 
0,36 | 0,68 0,78 
103 | 1,75 1,81 
0,97 1,08 | 1,76 1,81 


© Die Zusätze sind so gewählt, daß in beiden Fällen gleiche Mengen 
von Phosphor zugefügt wurden, und zwar ebensoviel als in 2 g kryst. 
sekundärem Natriumphosphat vorhanden sind, welch letztere Menge sich 
bei früheren ausführlichen Versuchen als günstig erwiesen hat. 
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